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Prof. dr. Szabó László
1931-2011
Prof. dr. Szabó László, a Semmelweis 
Egyetem Gyógyszerésztudományi 
Kar emeritus professzora, a Szerves 
Vegytani Intézet volt igazgatója, 
2011. július 31-én, életének 81. évé-
ben váratlanul elhunyt. A gyász-
szertartásra hamvasztása után, en-
gesztelő szentmise keretében au-
gusztus 23-án Budapesten a Magyar 
Szentek Templomában került sor. A 
gyászszertartáson a közvetlen hoz-
zátartozók, a Gyógyszerésztudomá-
nyi Kar és az MGYT vezetői mellett  
nagy számban jelentek meg a volt 
munkatársak, a tanítványok és a 
tisztelők az ország különböző része-
iből. 
Az egyetem részéről prof. Noszál Béla dékán, a 
Szerves Vegytani Intézet munkatársai közül Kocsis 
Ákos mondott  búcsúztatót. 
Prof. Noszál Béla dékán búcsúztató beszéde
„Mélyen tisztelt egyházi és világi gyászoló Társa-
im!
Pótolhatatlan veszteség érte a Semmelweis 
Egyetemet, a Gyógyszerésztudományi Kart, a Szer-
ves Vegytani Intézetet, a magyar gyógyszerészkép-
zést és az organikus kémia tudományát, amikor 
2011. július 31-én elhunyt Dr. Szabó László pro fessor 
emeritus, a Semmelweis Egyetem Gyógy szerész-
tudományi Kar Szerves Vegytani Intézet korábbi 
igazgatója, gyógyszerész generációk avatott  és el-
hivatott  szerves kémia oktatója.
1931. április 15-én született  Szentgott hárdon. 
Középiskolai tanulmányait a Vörösmarty Mihály 
gimnáziumban végezte. 1949-ben felvételt nyert a 
Pázmány Péter Tudományegyetem Gyógyszerész 
Szakára, ahol 1954-ben kitüntetéses oklevelet ka-
pott .
Életében egyetlen munkahelye volt, ahol 58 dol-
gos és eredményes évet töltött  el.  1953. július 15-
től 2001. június 30-ig volt a Semmelweis Egyetem, 
ill. a jogelőd egyetemek munkatársa, először az 
Orvosi Vegytani Intézetben, majd 1957-től az ak-
kor megalakuló Szerves Vegytani Intézetben. Dr. 
Clauder Ott ó egyetemi tanár munkatársaként 
részt vett  ez utóbbi megalapításá-
ban és megszervezésében, ahol – 
paradox módon – korábban került 
intézeti státuszba, mint az alapító 
Clauder professzor. 1953-tól egye-
temi gyakornok, 1956-tól egyetemi 
tanársegéd, 1966-tól egyetemi ad-
junktus, 1977-től egyetemi docens, 
1980-tól egyetemi tanár, 1977-től a 
Szerves Vegytani Intézet megbízott  
vezetője, 1980-tól 1996-ig igazgató-
ja volt. 2001. július 1-től professor 
emeritus a Semmelweis Egyete-
men.
Fő kutatási területe: természetes 
vegyületek kémiája, alkaloidok (el-
sősorban indolalkaloidok) és iridoidok (elsősorban 
szekologanin), heterociklusos kémia (kinolizin-
származékok szintézise és tulajdonságai), polimer 
hordozós szintézis. Munkatársaival részletesen ta-
nulmányozta a szekologanin kémiáját. Ennek so-
rán elsőként igazolta az indolalkaloidok biogeneti-
kai prekurzorának, a sztriktozidinnek a teljes tér-
szerkezetét, számos kémiai és biomimetikus átala-
kítást végzett , gráfanalízissel vizsgálta a reakciók 
diverzitásának és szelektivitásának kérdését. El-
mélyült az elméleti szerves kémia, különösen a 
perturbációs molekulapálya elmélet kérdéseiben, 
létrehozta a szekologaninból származó indolvázas 
alkaloidok bioorganikus rendszerét. 
Tagja volt a Magyar Tudományos Akadémia 
Alkaloidkémiai Munkabizott ságának és Elméleti 
Szerves Kémiai Munkabizott ságának, 1979 és 1994 
között  elnöke az Egyetem Külső Kutatási Szerző-
déseket Véleményező Bizott ságának. Tagja volt a 
Gyógyszerészet és az Acta Pharmaceutica Hunga-
rica Szerkesztőbizott ságának, elnöke volt a Ma-
gyar Gyógyszerészeti Társaság Gyógyszerkutatási 
Szakosztályának. Bár a legkevésbé sem kereste a 
szereplést és a látványos sikereket, nem kerülték 
el a kitüntetések sem. 1977-ben Kiváló Gyógysze-
rész, 1983-ban a Semmelweis Orvostudományi 
Egyetem Kiváló Oktatója kitüntetést kapott , 2004. 
július 1-jén a Winkler Lajos Emlékéremmel tüntet-
ték ki. 2010-ben a Gyógyszerésztudományi Kar 
felterjesztett e a Magyar Köztársasági Érdemrend 
Lovagkeresztje kitüntetésre. E magas elismerést 
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2011. március 15. alkalmából – 80. születésnapjá-
hoz igen közeli időpontban – vehett e át Réthelyi 
Miklós miniszter úrtól. A kitüntetéshez és a 80. 
születésnaphoz tartozó laudációt abban a jogos-
nak látszó optimizmusban írhatt uk, hogy egészsé-
ge töretlen, vitalitása nagyobb, mint valaha.
A 2010/2011-es tanévben nem kevesebb, mint 
két kötelezően választható kurzust – az Elméleti 
szerves kémiát és a Természetes vegyületek kémi-
áját – oktatt a úgy, hogy valamennyi előadást maga 
tartott a. Oktatóként, kutatóként, vezetőként egész 
életében puritán szigorúságot követelt meg mun-
katársaitól, de legfőképpen önmagától. A Gyógy-
szerésztudományi Kar jubileumi díszoklevél-át-
adási ünnepségeinek számos évben volt szónoka. 
E tisztségében is osztatlan elismerést aratt ak az 
egyes oklevél-típusokhoz tartozó természett udo-
mányos megalapozott ságú, egyben azonban iro-
dalmi értékű sajátos kommentárjai, melyek felejt-
hetetlen emléket okoztak az 50, 60, 65 és annál is 
több éve végzett  jubiláns pályatársainak. Intellek-
tuális sokoldalúságát mutatja, hogy – szerves ké-
mikusként – 15 éven át felvételiztetett  fi zikából, 
valamint, hogy kedvelője és magas szinten értője 
volt a komoly zenének. Szeretett  munkahelyén 
élete utolsó hetében is töretlen hitt el, szorgalom-
mal, a felsőoktatás, a tudomány és a haza iránti el-
kötelezett  alázatt al dolgozott . Egész életében hívő 
katolikusként élt, vallását az utóbbi 20 évben itt , a 
Magyar Szentek Templomában gyakorolta. 
A Semmelweis Egyetem Gyógyszerésztudomá-
nyi Kara és Szerves Vegytani Intézete saját halott -
jának tekinti.
Mélyen tisztelt Szabó Professzor Úr! 
Kiváló Oktatónk, nagyra becsült Kollégánk, 
szeretett  Barátunk, nyugodjál békében!”  
Az engesztelő szentmisét és a búcsúbeszédeket 
követően prof. dr. Szabó László hamvainak „lehe-
lyezésére” a Magyar Szentek Templomának al-
templomában került sor.
(-)
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A KATP csatorna szulfonilurea alegységeinek ontogenezise 
a terhes patkány miometriumban
LOVÁSZ NORBERT, DUCZA ESZTER, GÁSPÁR RÓBERT, FALKAY GYÖRGY
Szegedi Tudományegyetem Gyógyszerésztudományi Kar, Gyógyszerhatástani és Biofarmáciai Intézet, Szeged, Eötvös utca 6. – 6720
Levelezési cím: falkay@pharm.u-szeged.hu
Bevezetés
Az ABC-transzporterek (ATP-binding casett e trans-
porters, ATP-kötő kazett a transzporterek) az egyik 
legnagyobb és legősibb fehérjecsalád tagjai. Képvi-
selői megtalálhatók minden létező taxonban a 
prokariótáktól az emberig. Ezek a transzmembrán 
fehérjék számos anyag membránon való átjutását 
végezhetik, a sejtmembránon vagy a sejt belső 
membránjain keresztül. Nevüket a sajátos szerke-
zetű ATP-kötő régióról kapták, amelyeken belül jól 
elkülöníthető szekvencia-motívumok találhatók. 
Jelenlegi ismereteink szerint valamennyi ABC 
transzporter működéséhez két alegység szüksé-
ges; egy ATP-kötő úgynevezett  nukleotid kötő 
(NBD) régió, és hat membránon átérő fehérjesza-
kaszt tartalmazó, transzmembrán (TMD) régió. 
Az NBD a citoplazma felől foglal helyet, szerepe 
az ATP hidrolízise, amely az energiát szolgáltatja 
transzport folyamatokhoz. A TMD a membránban 
foglal helyet, szerepe az ioncsatorna képzés, a tu-
lajdonsága alapvetően meghatározza a transzpor-
tált anyagok jellegét. A transzportfehérjék szerepe 
nem egységes; a prokariótákban elsősorban az 
infl ux mechanizmus jellemző, míg az eukarió-
tákban mind az infl ux és eﬄ  ux. Az eﬄ  ux során a 
citoplazmában elhelyezkedő NBD-on történő ATP 
hidrolízisből keletkező energia a szubsztrátot át-
Summary
L o v a s z ,  N . ,  D u c z a ,  E . ,  G a s p a r ,  R . ,  F a l k a y, 
G . :  Ontogeny of sulphonylurea-binding regulatory 
subunits of KATP channels in the pregnant rat myometrium
KATP channels are composed of sulphonylurea receptors (SURs) 
and potassium inward rectifi ers (Kir6.x) that assemble to form a 
large octameric channel. This study was designed to examine the 
expression and role of sulphonylurea-binding regulatory subunits 
1 [SUR1 (ABCC8)] and 2 [SUR2 (ABCC9)] of the KATP channels 
in the pregnant rat myometrium with particular regard to the 
contractility. RT-PCR and Western blot analysis were performed 
to detect the presence of SUR1 and SUR2. The SUR1 levels were 
markedly increased in the early stages of pregnancy. The highest 
level was detected on day 6 of pregnancy, while in the late stages 
the levels of SUR1 were signifi cantly decreased. The SUR2 level 
remained unchanged throughout pregnancy. The SUR-non-selec-
tive diazoxide and the SUR2-selective pinacidil inhibited oxyto-
cin-induced contractions. Glibenclamide, a KATP channel blocker, 
antagonized both pinacidil and diazoxide-induced relaxations. It 
was established that SURs are responsible for pharmacological 
reactivity of KATP channel openers. We conclude that, both SURs 
are involved in the KATP channel in the pregnant rat myometrium. 
It may further be concluded that ”pinacidil-like” KATP channel 
openers may be of therapeutic relevance as tocolytic agents in the 
future.
Keywords: pregnant rat uterus, potassium channels, SUR, po-
tassium channel openers
Összefoglalás
Az ATP szenzitív K+-csatornákat (KATP) szulfonilurea (SUR) és 
befelé irányuló K+-csatorna fehérje (Kir6.x) alegységek alkotják 
hetero-oktamer szerkezetben. Jelenlegi kísérleteink célja a KATP 
csatorna SUR alegységeinek vizsgálata (SUR1/ABCC8 és SUR2/
ABCC9) a terhes patkány uterus kontraktilitásának szabályozása 
kapcsán. A SUR1 és SUR2 alegységek vizsgálatára RT-PCR 
és western blot technikát alkalmaztunk. A SUR1 alegység ex-
pressziója esetén karakterisztikus változást találtunk: a terhes-
ség elején jelentősen megemelkedett , míg a terhesség végéhez 
közeledve folyamatosan csökkent. A SUR2 alegység expressziója 
esetén nem tapasztaltunk változást a terhesség alatt . Korábbi vizs-
gálatok megerősített ék azt, hogy a SUR alegységek felelősek a KATP 
csatorna agonisták farmakológiai reaktivitásáért. A nem szelektív 
SUR agonista, diazoxid és a SUR2 szelektív, pinacidil gátolta az 
oxytocin indukálta uterus kontrakciókat. Glibenklamid, KATP csa-
torna antagonista gátolta mind a diazoxid, mind a pinacidil által 
kiváltott  uterus relaxációt. 
Eredményeink alapján kimondható, hogy mindkét SUR alegy-
ség kimutatható a patkány uterusban terhesség alatt . Az in vitro 
vizsgálatok eredményei alapján a jövőben egy „pinacidil-szerű” 
KATP csatorna agonista fontos szerepet játszhat a korai fájástevéke-
nység és koraszülés terápiájában, mint tokolítikum.
Kulcsszavak: terhes patkány uterus, kálium csatorna, SUR, 
kálium csatorna agonista.
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nyomja a TMD által kialakított  csatornán. Az in-
fl ux során a TMD-nek nemcsak az ioncsatorna 
képzés a szerepe, hanem a szubsztrát megkötése 
is. A tudomány jelenlegi állása szerint mintegy 49 
(2009) humán ABC transzportfehérjét ismerünk, 
melyeket hét alcsaládba soroljuk ABCA-tól ABCG-
ig. Az egységes nevezéktan megteremtésében a 
Human Genome Organization (HUGO) fontos 
szerepet játszik. Az ABC transzporterek nevezék-
tanával kapcsolatosan az alábbi cím nyújt segítsé-
get: htt p://www.genenames.org/genefamily/abc.html. 
A 49 humán ABC transzporterből 46 tölt be valódi 
transzporter funkciót, a maradék három; ABCC7, 
ABCC8 és ABCC9 ioncsatorna regulátorként mű-
ködik [1]. Az ioncsatornáknak, ezen belül a K+ csa-
tornáknak alapvető szerepe van a membránpoten-
ciál alakulásában, ezáltal számott evően befolyá-
solják a celluláris folyamatokat. Különböző K+ csa-
tornákat ismerünk; kalciumfüggő-, feszültségfüg-
gő- és ATP-szenzitív K+ csatornákat (KATP) [2]. Az 
ABC transzporterek közül két fehérje az ABCC8 
és az ABCC9 játszik szerepet a KATP-csatornák fel-
építésében. Ezekre a csatornákra a hetero-oktamer 
szerkezet jellemző; 4 db Kir.6.x alegységet (befelé 
irányuló K+ csatorna fehérje) és 4 db szulfonilurea 
(SUR) alegységet tartalmaznak. A Kir.6 alegysé-
gek két altípusa ismert a Kir 6.1 és Kir 6.2, melyek 
a csatorna belső részén foglalnak helyet, szere pük 
a csatornaképzés. A SUR alegységek az ABC 
transz porterek családjába tartozó ABCC8 és 
ABCC9 vagy más néven SUR1 és SUR2. A SUR2-
nek két izoformja ismert: SUR2A és SUR2B. A 
SUR alegységek meghatározzák a csatorna farma-
kológiai tulajdonságait és felelősek az ATP kötő-
désért. Azonban ahhoz, hogy KATP-csatorna funk-
cionáljon mind a Kir és a SUR alegységek szüksé-
gesek[3, 4, 5]. A KATP-csatornák szerkezete nem 
egységes az alegységek változatos expressziója 
miatt . Így változatos molekuláris szerkezetű és el-
térő farmakológiai tulajdonságokkal rendelkező 
KATP-csatornákat kapunk; a hasnyálmirigy ß-sejt-
jeiben Kir 6.2 /SUR1 [6], a szívben Kir 6.2 /SUR2A 
[7], a vaszkuláris simaizomban Kir 6.1 /SUR2B, 
míg a nem vaszkuláris simaizomban Kir 6.2 /
SUR2B [8] felépítésű KATP-csatornák találhatók. A 
KATP-csa tornák nyitása K+ kiáramláshoz vezet, 
mely a membránpotenciált a K+ egyensúlyi poten-
ciálja felé viszi, mely szöveti kontraktilitás csökke-
néshez vezet. A KATP-csatorna nyitását serkentő 
anyagok (KCO) – mint például a diazoxid és 
pinacidil – jó simaizom relaxáló hatással bírnak. 
A simaizom relaxáló hatásukat már bizonyított ák 
nem terhes patkány uteruson [9]. A hatásukban 
azonban alapvető különbségek mutatkoznak; míg 
a diazoxid olyan csatornákon képes hatni, ame-
lyek vagy SUR1-t vagy SUR2-t tartalmaznak, ad-
dig a pinacidil csupán csak akkor hatásos, ha a 
csatornában SUR2 található [10, 11]. 
Kísérleteink során célul tűztük ki a KATP-
csatornák SUR alegységeinek meghatározását a 
terhességi idő függvényében, valamint lehetséges 
összefüggések keresését a KCO (pinacidil és dia-
zoxide) farmakológiai reaktivitása és a KATP-csa-
tornák felépítése között .
Anyagok és módszerek
Az állatkísérleteket a Szegedi Tudományegyetem 
Munkahelyi Állatetikai Bizott ságának és a Csong-
rád Megyei Mezőgazdasági, Szakigazgatási Hiva-
tal Élelmiszerlánc Biztonsági és Állategészségügyi 




Ivarérett  nőstény (180-200 g) és hím (240-260 g) 
Sprague-Dawley patkányokat pároztatt unk. A pá-
roztatás kezdetétől számított  4-5 órán belül a nős-
tény állatoktól hüvelykenetet vett ünk és mikro-
szkóp alatt  hímivarsejteket kerestünk. Amennyi-
ben a keresés pozitív eredménnyel zárult, akkor 
az állatot elkülönített ük, mint az 1. napos vemhes 
nőstényt. 
Real-Time PCR analízis
A PCR vizsgálatokat nem terhes valamint 6, 8, 10, 
12, 14, 15, 18, 20, 21, 22 napos terhes uterusokkal 
végeztük, valamint a terhesség 6. illetve 10. napján 
implantációs és interimplantációs helyeket külön 
gyűjtve is feldolgoztuk. A mintákat folyékony nit-
rogénben fagyasztva mechanikusan porított uk 
Sartorius Mikro Dismembrator segítségével. Ez-
után a mintákból PARIS Kit (Life Technolgies, 
Hungary) segítségével RNS-t és fehérjét izolál-
tunk. Az RNS mennyiségi és minőségi meghatá-
rozása nanodrop technika alkalmazásával (Bio-
spec Nano, Shimadzu Biotech) történt. A reverz 
transzkripciós (RT) lépésben 2 μg RNS-t és High 
Capacity RNA-to-cDNA Kitet (Life Technolgies, 
Hungary) használtunk. A felsokszorozás TaqMan 
Gene Expression Master Mix (Life Technolgies, 
Hungary) alkalmazásával ABI StepOne Real-Time 
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cycler gépen történt. A következő primereket 
használtuk: assay ID ABCC8/SUR1: Rn01476318_
m1, ABCC9/SUR2: Rn01463198_m1 és endogén 
kontrollként a gliceraldehid-3-foszát dehidroge-
názt (GAPDH): Rn99999916_s1. 
Western blot analízis
Mintánként 30 μg fehérjét 4-12%-os NuPAGE Bis-
Tris Gel (Life Technologie, Hungary) gélen 
elektroforézisnek vetett ünk alá. A fehérjét a nitro-
cellulóz (Scheicher and Schuell, Germany) memb-
ránra helyeztük át, félszáraz blott oló eljárással (Bio 
Rad). Mosás után a membránt szobahőmérsékle-
ten SUR1, SUR2 és GAPDH poliklonális antites-
tekkel (Santa Cruz Biotechnology, Califor nia, 
1:200), blokkoló puﬀ erben 1 órán át in kubál tuk. Az 
immunreaktív sávokat Western Breeze Chromo-
genic Western blot immune detec tion kit (Invit-
rogen, Hungary) segítségével láthatóvá tett ük, 
majd elektronikusan rögzített ük az EDAS290 
imaging system (KODAK, Invitrogen, Hungary) 
segítségével. Az optikai denzitás meghatározása 
Kodak 1D Images software-rel történt.
Uterus preparálása, KCO hatásának vizsgálata 
oxytocin indukálta kontrakciókra
Kísérleteink során nem terhes valamint 6, 8, 18 és 
22 napos terhes patkány uterusokat használtunk. 
Az állatok CO2-al történő leölése után az 
uterusokból 5 mm hosszúságú gyűrűket metszet-
tünk. A preparátumokat karbogénnel átáramolta-
tott  de Jongh oldatot tartalmazó, 37 °C-os szerv-
fürdőbe helyeztük (de Jongh oldat összetétele 
mM-ban: 137 NaCl, 3 KCl, 1 CaCl2, 1 MgCl2, 12 
NaHCO3, 4 NaH2PO4, 6 glükóz, pH: 7,4). Az 
inkubálási periódus (4 x 15perc) letelte után az 
uterus kontrakciókat oxytocinnal (10-6 M) váltott uk 
ki, majd megkezdtük a pinacidil és diazoxid (10-8-
10-4 M) adagolását. Az adagolást nem kumulatív 
módon végeztük. Vizsgálatainkat KATP-csatorna 
blokkoló glibenklamid (10-6 M) jelenlétében is elvé-
geztük 6, 8 és 22 napos terhes uteruson. A 
pinacidil és diazoxid (Sigma-Aldrich, Hungary) 
gátló hatását az oxytocin által kiváltott  ritmikus 
kontrakciókhoz viszonyított uk és a kontrakciós 
görbék alatt i területet értékeltük a kontroll AUC-
hez viszonyítva, 5 percet értékelve. A görbék re-
gisztrálását, az adatok rögzítését és feldolgozását 
ISOSYS DataAcquisition System (Experimenta 
Kft., Hungary) segítségével végeztük. Az eredmé-
nyek statisztikai elemzését a Prism 5.0 (GraphPad 
Software, USA) segítségével ANOVA Newman-
Keuls tesztt el végeztük. 
Pinacidil hatásának vizsgálata EFS indukálta 
kontrakciókra
A pinacidil hatását EFS (Elektromos Térerő Inger-
lés) indukálta kontrakciókon is megvizsgáltuk 
nem terhes valamint 22 napos terhes uterusokon. 
Az uterus preparálása a fent említett  módon tör-
tént, azzal a kivétellel, hogy ebben az esetben a 
szöveteket egy speciális szervtartóra rögzített ük, 
amelyen két platina elektród található. A szövetet 
a két elektród közé erősített ük, majd a kontrakció-
kat elektromos térerőingerléssel indukáltuk. Eb-
ben az esetben a pinacidil hatásának vizsgálatát 
kumulatív módon végeztük 20 perces TEA 
(tetraetil-ammónium) (10-3 M) előinkubálás után. 
A kísérlet paraméterei a következők voltak; PW: 30 
s (egy elektromos stimulus hossza) és PP: 50 ms 
(két elektromos stimulus közt eltelt idő). A 
pinacidil gátló hatását az EFS által kiváltott  ritmi-
kus kontrakciókhoz viszonyított uk és a kontrakci-
ós görbék alatt i területet értékeltük a kontroll 
AUC-hez viszonyítva. A görbék regisztrálása, az 
adatok rögzítése és feldolgozása, az eredmények 
statisztikai elemzése az előzőekben leírtak szerint 
történt.
1. ábra: (A): SUR1/ABCC8 mRNS expressziója a terhességi 
napok függvényében. Az RQ (Relative Quantity) értékek 
statisztikai összehasonlítást a nem terhes állapotban kapott  
értékekhez viszonyítva tüntett ük fel; ns: nem szignifi káns,**: 
p<0.01; ***: p<0.001, S.E.M: standard error of mean, n = 5. 
(B): (felül) SUR1/ABCC8 fehérje expressziója terhességi 
napok függvényében (M: marker, NP: nem terhes), (alul) 
endogén kontroll Gliceraldehid-3-foszát dehidrogenázt 
(GAPDH) [37kDa].
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Eredmények
Real-Time PCR és Western blot analízis
A Real-Time PCR és Western blot analízis igazolta, 
hogy mindkét SUR alegység kimutatható a nem 
terhes és a terhes patkány uterusban. A SUR1 ese-
tén mind az mRNS és a fehérje szintje drámaian 
megemelkedett  a terhesség elején (6. nap) majd 
csökkent a 8. naptól a 12. napig és utána változat-
lan maradt a terhesség végéig (1. ábra). A SUR2 
esetén nem tapasztaltunk számott evő változást a 
terhesség folyamán (2. ábra). A SUR1 esetén ta-
pasztalt markáns emelkedés kapcsán a 6. illetve a 
10. terhességi napokon az implantációs és az 
interimplantációs helyeket külön gyűjtve is meg-
vizsgáltuk mindkét SUR alegység kapcsán (3. 
ábra).
A nem szelektív SUR agonista diazoxid uterus 
relaxáló hatása
A diazoxid uterus-relaxáló hatását oxytocin indu-
kálta kontraciókon vizsgáltuk nem terhes vala-
mint 6, 8, 18 és 22 napos terhes uterusokon 10-8-10-4 
M dózistartományban. A diazoxid kontrakció gát-
ló hatása a terhesség 6. napján volt a legerősebb 
(60%), majd a 8. és 18 napon csökkent (40%). Azon-
ban hatástalannak bizonyult a nem terhes vala-
mint a 22 napos terhes uteruson. A terhesség 6. 
napján tapasztalt kontrakció gátló hatást 10-6 M 
glibenklamiddal blokkolni tudtuk (4. ábra). 
A SUR2 szelektív agonista pinacidil uterus 
relaxáló hatása
A pinacidil (10-8-10-4 M) dózisfüggően gátolta az 
oxytocin indukálta kontrakciókat a nem terhes va-
lamint 8, 18 és 22 napon terhes uteruson (5. ábra). 
Az EC50 értékeket tekintve hatása kifejezett ebb 
volt a terhes uterusokon a nem terheshez viszo-
nyítva (6. ábra). Azonban az Emax értékeket tekintve 
a terhesség 8. és 18. napján volt a leghatásosabb, 
míg a 22. napon a nem terheshez hasonló értéket 
tapasztaltunk (5. ábra). A pinacidil uterus-relaxáló 
hatása a terhesség 8. illetve 22. napján blokkolható 
volt 10-6 M glibenklamiddal (7. ábra). Az EFS indu-
2. ábra: (A): SUR2/ABCC9 mRNS expressziója a terhességi 
napok függvényében. Az RQ (Relative Quantity) értékek 
statisztikai összehasonlítást a nem terhes állapotban kapott  
értékekhez viszonyítva tüntett ük fel; ns: nem szignifi káns, 
S.E.M: standard error of mean, n = 5.
(B): (felül) SUR2/ABCC9 fehérje expressziója terhességi 
napok függvényében (M: marker, NP: nem terhes), (alul) 
endogén kontroll Gliceraldehid-3-foszát dehidrogenázt 
(GAPDH) [37kDa].
3. ábra: Az SUR1/ABCC8 és az SUR2 /ABCC9 
expressziója a terhesség 6. és 10. napján az implantációs 
és interimplantációs helyeket külön vizsgálva. 
S.E.M: standard error of mean n = 5
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kálta kontrakciókat a pinacidil szintén dózisfüggő-
en gátolta, míg 10-3 M TEA jelenlétében a dózis-ha-
tás görbék signifi kánsan jobbra tolódtak (8. ábra). 
Az eredmények értékelése, következtetések
A terhesség során végbemenő folyamatok eredmé-
nyeként az uterus struktúrája drámai változáson 
megy keresztül. A terhesség végén, a fájástevé-
kenység beindulásáig, a miometrium kontrakti-
litása enyhén fokozódik, majd szüléskor ugrássze-
rűen megnő. A KATP-csatornák nyitásával az ute-
rus kontraktilitása csökkenthető, így olyan vegyü-
letek melyek KATP-csatornákat nyitnak fontos sze-
repet játszanak a korai fájástevékenység és 
ko ra szülés megakadályozásának terápiájában [12]. 
A KATP-csatornák felépítésében szerepet játszó 
ABC transzporterek (ABCC8/SUR1 és ABCC9/
SUR2) alapvetően meghatározzák a csatorna far-
makológiai tulajdonságait. Mivel a KATP-csatornák 
felépítése nem egységes, így elengedhetetlen is-
mernünk az uterusban lévő KATP-csatornák felépí-
tését. Korábbi közlemények azt igazolták, hogy 
SUR2B alegység található a patkány uterusban[13, 
14]. Curley és mtsai [15], SUR1 és SUR2 mRNS izo-
láltak a humán miometriumban. A mi eredménye-
ink azt igazolják, hogy mindkét alegység exp-
resszá lódik a patkány uteursban a terhesség folya-
mán és a SUR1 esetén karakterisztikus változás 
mutatható ki. Hasonlóan Curley és mtsai eredmé-
nyeihez [15], mi is SUR1 csökkenést tapasztaltunk 
a terhesség végéhez közeledve. Feltehetően a SUR1 
4. ábra: A nem szelektív SUR agonista diazoxid (10-8-10-4 
M) kontrakció gátló hatása oxytocin (10-6 M) stimulálta 
kontrakciókra a nem terhes és a terhesség 6., 8., 18., és 
22. napján, valamint glibenklamid (10-6 M) jelenlétében a 
terhesség 6. napján. S.E.M: standard error of mean, n = 6
6. ábra: A SUR2 szelektív pinacidil (10-8-10-4 M) uterusra 
gyakorolt relaxáló hatásának Ec50 értékei (10-6 M) 
oxytocin jelenlétében nem terhes (NP), 8, 18 és 22 napos 
terhes patkány uteruson. A statisztikai összehasonlítást 
a nem terhes állapotban kapott  értékekhez viszonyítva 
tüntett ük fel. S.E.M: standard error of mean; 
***: p<0.001, n=6.
5. ábra: A SUR2 szelektív pinacidil (10-8-10-4 M) 
kontrakció gátló hatása izolált uterus gyűrűn (10-6 M) 
oxytocinnal indukált kontrakciókra a nem terhes, 8, 18 
és 22 napos terhes patkány uteruson. Az Emax értékek 
statisztikai összehasonlítást a nem terhes állapotban kapott  
értékekhez viszonyítva tüntett ük fel; ns: nem szignifi káns, 
***: p<0.001. S.E.M: standard error of mean, n = 6.
7. ábra: A SUR2 szelektív pinacidil (10-8-10-4 M) 
kontrakció gátló hatása izolált uterus gyűrűn (10-6 M) 
oxytocinnal indukált kontrakciókra 8 és 22 napos terhes 
patkány uteruson (10-6 M) glibenklamid jelenlétében. 
S.E.M: standard error of mean, n = 6.
ACTA-2011-03.indb   105 10/3/11   2:29 PM
106 Acta Pharmaceutica Hungarica 2011/3.
csökkenése illetve eltűnése az uterus kontra kti-
litásának fokozódását facilitálhatja.
A KCO (diazoxid és pinacidil) jelentős uterus-
relaxáló hatással bírnak, mely hatás kivédhető 
glibenklamid adásával. A diazoxid nem szelektív 
SUR agonistaként míg a pinacidil SUR2 szelektív 
agonistaként képes hatni a KATP-csatornákon. A 
diazoxid hatása szoros összefüggést mutat a SUR1 
expressziójának változásával, mivel a legerősebb 
diazoxid hatást akkor találtuk, amikor a SUR1 
expresszió legmagasabb volt. Az is megerősítésre 
került, hogy az extrém magas SUR1 expresszió a 
terhesség 6. napján nem a vaszkularizációnak be-
tudható, mivel az implatációs és interimplantációs 
helyeket külön vizsgálva nem tapasztaltunk jelen-
tős különbséget sem SUR1 sem a SUR2 ex-
pressziója között . A SUR2 kapcsán nem tapasz-
tunk olyan szintű változást, mint a SUR1 esetén, 
de a SUR2 szelektív pinacidil meglepően erőteljes 
uterus-reláxáló hatással bírt a terhesség bármely 
időszakában. A glibenklamidal történő vizsgála-
tok a 8. illetve a 22. napon sem hoztak választ kér-
désünkre, hogy mitől ilyen erős a pinacidil hatása. 
A glibenklamid blokkoló hatásában különbség 
mutatkozott  a 8. és 22. napon, de ennek az okát 
magyarázni nem tudjuk. Azonban a TEA-val vég-
zett  kísérletek bebizonyított ák, hogy a pinacidil 
feltehetően nemcsak a KATP-csatornákon keresztül 
hat, hanem TEA szenzitív K+  csatornák is invol-
válva vannak a hatásában. Hasonlóan Bukarica és 
mtsai (2011) [16] humán artérián kapott  eredmé-
nyeihez, a pinacidil hatása a mi vizsgálataink so-
rán is gátolható volt TEA-val. Így feltehetően, a 
humán artérián, úgy patkány uterusban is a 
pinacidil KATP-csatornákhoz való szelektivitása 
megkérdőjelezhető, amint azt mindkét esetben a 
TEA-val végzett  kísérletek bizonyított ák.
Eredményeink alapján elmondhatjuk, hogy 
mindkét SUR alegység kimutatható a patkány 
uterusban terhesség alatt . A KATP-csatornák SUR 
alegységei felelősek a csatorna farmakológiai re-
aktivitásáért. A SUR nem szelektív diazoxid ute-
rus-relaxáló hatása akkor a legerősebb, amikor a 
SUR1 expressziója a legmagasabb. A SUR1 down-
regulációja feltehetően elősegíti az uterus kont-
raktilitásának fokozódását a terhesség végéhez 
közeledve. A SUR2 szelektív pinacidil uterus-
relaxáló hatása a terhesség bármely szakaszában 
vizsgálva erőteljesnek bizonyult, mely hatásban 
feltehetően nemcsak KATP-csatornák, hanem TEA 
szenzitív K+ csatornák is involválva vannak.  Ered-
ményeink alapján, a közeljövőben egy uterus sze-
lektív ’’pinacidil szerű’’ KATP-csatorna opener kifej-
lesztése indokolt lehet, a koraszülés és korai fájás-
tevékenység megakadályozásának terápiájában. 
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Bevezetés
A szilárd hatóanyagok több mint 80%-át állítják 
elő oldatból történő szilárd anyag kiválasztással, 
ami csaknem minden esetben kristályosítást je-
lent. A kristályosítás, mint gyógyszeripari eljárás 
egyrészt a hatóanyag elválasztási és tisztítási lépé-
seként fontos, másrészt a kristályosítás körülmé-
nyeinek megválasztásával a végtermék kristály-
szerkezete, szemcsemérete, szemcseméret eloszlá-
sa (CSD: crystal size distribution) alakja (habitus) is 
befolyásolható. Egy anyag eltérő kristályszerkeze-
tű módosulatainak – polimorfj ainak – azonosítása 
a gyógyszerfejlesztés korai fázisában nélkülözhe-
tetlen, hiszen a hatóanyag morfológiai változása 
módosíthatja a fi zikai és kémiai stabilitást, oldha-
tóságot és sok esetben a biológiai hasznosulást [1]. 
Ugyanazon kémiai szerkezetű anyag különböző 
kristálymódosulatai önálló hatóanyagnak minő-
sülhetnek, így egy originális gyógyszer esetében 
kiemelkedő fontosságú az összes polimorf módo-
sulat feltárása és szabadalmi oltalma. Egy nem 
várt polimorf megjelenése a kristályosítás során, 
vagy egy esetleges polimorf átalakulás a tárolás, 
szilárd gyógyszerforma kialakítás alkalmával, ve-
szélyezteti a termék minőséget. A generikus 
gyógyszergyárak kiélezett  versenyében a gyártási 
(s ezen belül a kristályosítási) technológia fejlesz-
tése szintén kritikus tényezővé vált, hiszen a gene-
rikus készítmények originális megfelelőiknél jóval 
alacsonyabb ára költségkímélő gyártástechnológi-
át igényel. 
A kristályosítás körülményei által meghatáro-
zott  kristályszerkezeten túl a szemcseméret, szem-
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Összefoglaló
A kristályosítások valós idejű megfi gyelésével tanulmányozható 
a folyamatok kinetikai, termodinamikai hátt ere, így a megfelelő 
kristályosítási paraméterek megtalálása mellett  biztosítható a 
robosztus gyártástechnológia és az állandó termékminőség. Ebből 
adódóan az utóbbi években egyre nagyobb hangsúlyt kapnak a 
valós idejű detektálásra alkalmas analitikai vizsgálati eszközök, 
melyek közül a Raman spektrometria előnyösen alkalmazható 
kristályosítások nyomon követésére.  A szakirodalomból jól ismert, 
hogy a kristályosítás során jelen lévő szennyezések drasztikusan 
módosíthatják a gócképződést, kristálynövekedést, valamint a 
szemcsék fi zikai, kémiai tulajdonságait. Új irányként jelenik 
meg viszont a hatóanyag-morfológia tervszerű és kedvező irányú 
befolyásolása különféle – gyógyszertechnológiában használatos – 
segédanyagok alkalmazásával a kristályosítási technológia során. 
Jelen közlemény bővebb irodalmi átt ekintést ad ezen segédanyagok 
jelenlétében végzett  kristályosításokról, továbbá a kristályosítási 
folyamatok valós idejű Raman spektrometriás monitorozásáról. 
A polivinil-pirrolidon segédanyag hatását in-line Raman 
spektrometriás nyomon követéssel Donepezil hatóanyag hűtéses 
kristályosításában követt ük nyomon, feltérképezve a polimer 
folyamat- és termékmódosító hatását.
Kulcsszavak: gyógyszerhatóanyag kristályosítás, valós idejű 
Raman spektrometria, segédanyagok
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cseméret eloszlás, kristály habitus módosításával, 
a szűrhetőség, az adagolhatóság (folyási jellem-
zők), a préselhetőség azaz a technológia hatékony-
ságát meghatározó tényezők befolyásolhatók. Az 
a szemlélet, miszerint a kristályosított  termék nem 
megfelelő tulajdonságait (szemcseméret, alak, fe-
lületi jellemzők, préselhetőség) aprítással, segéd-
anyagok felhasználásával kell korrigálni egyre in-
kább a múlté. Az aprítás pl. gyógyszerhatóanya-
gok esetében azzal a veszéllyel járhat, hogy az ap-
rítással bevitt  mechanikai energia hatására kedve-
zőtlen irányú átalakulás (kémiai, ill. polimorf vál-
tozás) következik be [2, 3]. Ezért napjainkban az a 
hatóanyag élvez piaci előnyt, mely a kristályosí-
tást követően előkészítő műveletek nélkül, kevés 
segédanyag alkalmazása mellett  közvetlenül fel-
dolgozható. Ennek eredményeként erősödött  meg 
az elmúlt években az a fejlesztési irány, amely ál-
landó, megbízható minőségű termék gyártásának 
biztosítására a kristályosítási eljárások jobb kont-
rollálhatóságát tűzte ki céljául.    
A kristályosítás alapvető paramétereinek vál-
toztatásán túl (oldószer, hőmérséklet-profi l, oldat-
koncentráció, keverési fordulatszám) a kialakult 
kristályok fi zikai és kémiai sajátságait különböző 
segédanyagok alkalmazásával is befolyásolni le-
het. A szakirodalomban találhatók példák polime-
rekkel, felületaktív anyagokkal, vagy a kristályosí-
tandó anyaggal szerkezetileg hasonló komponen-
sekkel együtt es kristályosítási eljárásokra, ám ez a 
témakör a mai napig még kevésbé feltárt terület-
nek tekinthető, s a fellépő kölcsönhatások értelme-
zésére javasolt mechanizmusok bizonyítékai sok 
esetben hiányoznak, vagy vitathatók.
E közleményben főként Raman spektro met riá-
val jól vizsgálható kristályosítási folyamatokban 
tárgyaljuk az egyes paraméterek (koncentráció, 
hőmérsékletprofi l, keverési fordulatszám) hatását 
a termék tulajdonságaira. Valós idejű Raman 
spekt rumok felvételével a folyamatok kinetikai és 
termodinamikai hátt erének feltárására is sor ke-
rülhet, ami alapját képezheti prediktív algoritmu-
sokkal szabályozott  ipari kristályosítási eljárások 
kidolgozásásának. További perspektívára utalnak 
a különböző segédanyagok jelenlétében végzett 
kristályosítási eljárások, amelyek elemzése infor-
mációt szolgáltat az egyes adalékanyagok ható-
anyag módosító sajátosságairól.    
A kísérleti eredmények ismertetése előtt  a szak-
irodalmi hátt eret a szokásosnál részletesebben 
mutatjuk be, mert számos újszerű vonatkozása 
miatt  fontosnak tartjuk a téma széles körű megala-
pozását.
A Raman spektrometria elvének és alkalmazha-
tóságának rövid átt ekintése
A Raman spektrometria az infravörös spekt ro-
metria komplementerének tekinthető, hiszen szá-
mos vibrációs átmenet, amely az infravörös 
spektrometriában inaktív, a Raman spektrometriá-
ban aktív és fordítva. Ebben az esetben nem a 
dipólusmomentumok változása okozza az ener-
giafelvételt, hanem a kötések polarizálhatóságá-
nak változása. A mérés során egy monokromati-
kus fénynyalábot (υ0) bocsátanak a mintára, ahol 
fényforrásként általában lézert alkalmaznak. A 
fény nagy része refl ektálódik, míg egy kis része 
rugalmatlanul szóródik. A szóródott  fényt egy 
spektrométerbe vezetve, nagy intenzitású, ún. 
Ray leigh vonal (rugalmasan visszaszórt foton) 
ész lelhető a beeső fény frekvenciájának megfelelő 
frekvenciánál, de emellett  frekvencia eltolódás is 
megfi gyelhető, ezek a Raman sávok (rugalmatla-
nul visszaszórt foton). A Raman sávok nagyon kis 
intenzitásúak, (általában mintegy 10-8 %-a a fény-
forráshoz képest) ezért észlelésük, kimutatásuk 
nehéz. A Rayleigh frekvenciánál kisebb frekvenci-
ájúak az ún. Stokes vonalak, míg a magasabb frek-
venciájú vonalak az anti-Stokes vonalak (1. ábra). 
A Raman spektrometria hatékony eszköz poli-
morfi a tanulmányozására, a sávarányok változá-
sának vizsgálata alapján a polimorf módosulatok 
még kis koncentrációk esetében is viszonylag 
könnyen kimutathatók [4, 5]. Ez különösen akkor 
fontos, amikor a polimorf módosulatok megkü-
lönböztetésére a röntgen-diﬀ rakció (pl. kis kon-
centráció miatt ) nem alkalmazható. A vizsgálat 
előnye, hogy a mintaelőkészítés nem jár mechani-
kai behatással, a vizsgálandó minta érintetlen ma-
rad. A vizsgálat mintaigénye igen csekély, amely 
originális készítmény fejlesztése esetén lényeges 
szempont. Különböző mikroszkópos technikákkal 
kombinálva akár a nanogrammos skálán is dol-
1. ábra: A Raman szórás sematikus ábrázolása
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gozhatunk. A Raman spektrometria alkalmazható 
vizes közegben végbemenő folyamatok tanulmá-
nyozására, továbbá üveg vagy műanyag felületen 
keresztül végzendő vizsgálatokhoz. További előny 
a kapott  spektrumok egyszerű (NIR technikáknál 
könnyebb) kiértékelésében rejlik. Míg a NIR 
spektrometria kalibrációs modelljének felállítását 
alapos és pontos kísérleti munkának és többválto-
zós kalibrációs módszerek alkalmazásának kell 
megelőznie, addig a Raman spektrometria esetén 
a minőségi analízis az eltérő anyagokra jellemző 
karakterisztikus csúcsok segítségével is elvégezhe-
tő (a mennyiségi kiértékeléshez azonban ez eset-
ben is szükség lehet kemometriai módszerekre).
A Raman spektrometria hatékonyságát – por-
lasztva szárított  laktóz minták amorf és kristályos 
fázisának mennyiségi meghatározása során – ösz-
szevetett ék a legtöbbször használt analitikai eljárá-
sokkal, úgymint az XRPD, DSC, MTDSC (modu-
lált hőmérsékletű kalorimetria), IMC-izoterm 
mikrokalorimetria, SC-oldat kalorimetria, GMS 
(gra vi metrikus nedvesség szorpciós vizsgálat) 
mód szerekkel. A vizsgálat eredményeként a Ra-
man spektrometria jó egyezést mutatott  a legtöbb 
analitikai módszerrel (csupán a DSC-t találták ke-
vésbé eredményesnek az amorf fázis kvantitatív 
meghatározására) [6]. 
A Raman spektrometria előnye számos más 
analitikai eljárással szemben az in-line alkalmaz-
hatóság lehetősége. Ezáltal lehetséges az egyes fo-
lyamatok valós idejű megfi gyelése, s azok kineti-
kai hátt erének feltérképezése [7]. A kristályosítási 
eljárások termodinamikai és kinetikai jellemzői-
nek meghatározása a kristályosítás optimalizálá-
sát, végpontjának pontos megállapítását, a folya-
mat leghatékonyabb kivitelezését teszi lehetővé. A 
kristályosítások valós idejű detektálása tehát nem-
csak a gyógyszerfejlesztés fázisában előnyös, ha-
nem kölönösen fontos a termékgyártás során, ami-
kor annak robosztusságát a gyors analízisen ala-
puló visszacsatolás biztosítja.       
A Raman spektrometriás vizsgálatokkal össze-
függő hátrányok, leküzdendő akadályok leggyak-
rabban kapcsolatosak a fl uoreszcencia jelenségé-
vel, ami a gyenge Raman jeleket elfedve az erre 
hajlamos anyagok vizsgálatát akár meg is akadá-
lyozhatja. Bár a Raman szórt fotonok mennyisége 
az alkalmazott  lézer frekvenciájának negyedik hat-
ványával nő, ami a spektrumok kiértékelését meg-
könnyíti, a lézerfrekvencia és –teljesítmény meg-
növelésének – fókuszált lézernyaláb alkalmazása 
esetén – határt szab a vizsgálandó anyag stabilitá-
sa [8]. Ez a korlát egyes érzékeny gyógyszerható-
anyagok vizsgálata esetén akadályt jelenthet [9]. E 
korlátot nem fókuszált, ún. transzmissziós Raman 
berendezések alkalmazásával küszöbölik ki, ame-
lyek akár rutin analitikai műveletként a gyártásba 
illesztett  ellenőrzésként is alkalmazhatók [10]. 
A kristályosítási folyamat valós idejű vizsgálata
A kristályosítási folyamatok kontrolálása nehéz fel-
adat, hiszen ezeknél az eljárásoknál a beavatkozási 
lehetőségek szabadsági foka igen csekély. A leg-
alapvetőbb szabályozhatósági paraméterek a kris-
tályosításban alkalmazott  hűtési sebesség profi l, az 
elegy keverésének intenzitása, vagy az oltókristá-
lyok minősége, mennyisége. Optimális hőmérsék-
let szabályzás révén kontrollálható pl. az oldat túl-
telített sége, ezáltal befolyásolható a végső szemcse-
méret eloszlás. A kristályosítási eljárások szabályo-
zási stratégiáinak kutatása során általában az opti-
mális hőmérsékletprofi l megtalálását, ill. az opti-
mális oltókristály karakterisztikát (mennyiség, 
méret) tűzték ki célul [11, 12, 13, 14, 15, 16]. A szabá-
lyozási stratégia kutatásának egyik iránya olyan 
modellbázisú algoritmusok kifejlesztése, amelyek a 
folyamat matematikai modelljét használják a para-
méterek várható alakulásának előrejelzésére. Az 
alacsony rendű lineáris modellek alkalmazása 
azonban a kristályosítási folyamatok szabályozásá-
ban a legtöbb esetben pontatlannak bizonyult, 
ezért újabban az ún. nemlineáris populáció egyen-
súlyon alapuló modellek bevezetését javasolták 
[17]. A kristályosítási folyamatok összetett  jellegét 
megismerve az utóbbi időszakban olyan algorit-
musok kutatását is megkezdték, melyek a fentiek-
ben leírt hatásokat együtt esen kezelve segítik az 
optimális terméktulajdonságok kialakítását [18]. 
A kristályosítási folyamatok valós idejű nyo-
mon követése csak fejlett  analitikai eszközökkel le-
hetséges, melyeket alkalmazhatunk akár a kiszűrt 
kristályok azonosítására, akár a folyamatok „real-
time” nyomon követésére. A gyógyszerfejlesztés 
korai fázisában számos analitikai eszköz áll ren-
delkezésre az egyes polimorfok, vagy szolvátok 
azonosítására, ám ezek nem alkalmasak a folya-
matok valós idejű elemzésére [19, 20]. Az iparban 
polimorfok azonosítására használatos analitikai 
eljárások – porröntgen diﬀ rakció (XRPD), szilárd 
fázisú mágneses magrezonancia (ssNMR), diﬀ e-
renciális pásztázó kalorimetria (DSC) – esetében 
szükséges a minta előkészítés. Ennek során előfor-
dulhat, hogy az oldószer elpárolgása mellett  az 
eredeti kristályos forma is átalakul; ill. maga a 
mintavétel is „megzavarhatja” a rendszert, s nem 
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tudhatjuk, hogy az egészből kiragadott  kis részlet 
milyen mértékben reprezentatív a teljes rendszer-
re. E probléma a szilárd fázis szuszpenzióban tör-
ténő, valós idejű analízisével kerülhető el, amire 
az utóbbi években számos módszert fejlesztett ek 
ki. Ilyen technika többek között  a Fourier transz-
formációs infravörös spektrometria (FT-IR) [21, 
22], a közeli infravörös spektrometria (NIR) [23], a 
fókuszált lézersugár refl exión alapuló vizsgálat 
(FBRM) [24, 25], az optikai mikroszkópos technika 
(PVM) [26], az akusztikus emissziós méréstechni-
ka (AES), az ultrahangos spektroszkópia (US), il-
letve a Raman spektrometria. A felsorolt techni-
kák közül a Raman spektrometria a legalkalma-
sabb kristályformák gyors azonosítására. A ron-
csolásmentes Raman spektrometriás analízis se-
gítségével a polimorf átalakulások kvantitatív ki-
értékelése is megvalósítható (ha a vizsgált anyag 
nem mutat fl uoreszcenciát). A Raman spektro-
metria in-line alkalmazására azonban – különösen 
a kristályosítás területén – ezidáig kevés szakiro-
dalmi példa áll rendelkezésre, így a módszer elő-
nyei mellett  számos kérdés még megválaszolatlan.
A Raman spektrometria egyik korai folyamat-
közeli alkalmazása a lizozim koncentrációjának 
valós idejű meghatározása függő cseppes kristá-
lyosítás folyamatában [27]. A későbbiekben továb-
bi függő cseppes kristályosítások valós idejű meg-
fi gyelése történt in-line Raman spektrometriás 
módszerrel aprotinin protein esetében ammóni-
um-szulfát só jelenlétében [28, 29].   
Több esetben elemeztek oldószerben végbeme-
nő polimorf átalakulásokat is in-line Raman mód-
szerrel, s meghatározták az átalakulási folyamatok 
hőmérséklet-, (oldószer)víztartalom- és lehűtési 
sebesség függését, továbbá kinetikai hátt erét. 
O-amino-benzoesav esetén, pl. a hűtéses kristályo-
sítás, illetve az oldószer-közvetítéses átalakulási 
folyamat vizsgálatával határozták meg a form I, II, 
és III polimorf kapcsolatát, valamint kontrollált 
kristályosítási módszert dolgoztak ki a kívánt po-
limorf igény szerinti előállítására. A vizsgálatokat 
25-65 °C között i tartományban végezték víz-eta-
nol oldószer keverékében, a hűtéses kristályosítás 
során minden esetben form I polimorf jelent meg 
elsőként. Az elegyben lejátszódó oldószer közvetí-
téses polimorf átalakulásban 50 °C felett  form I, 
míg 50 °C alatt  form III polimorf látszott  stabil for-
mának. A form II kristálymódosulat a vizsgált hő-
mérséklet tartományban metastabil jelleget muta-
tott  [30, 31].
A progeszteron nemi hormon két polimorfj a 
(Form I, Form II) átkristályosítás során alakítható 
át egymásba, az átalakulási sebességet és annak 
hőmérsékletfüggését in-line Raman spektrumok 
segítségével állapított ák meg. A kalibrációs egye-
nest a Raman spektrumban megfi gyelhető 1662-
1667 cm-1-es folyamatos csúcseltolódásból hatá-
rozták meg (2. ábra). Az 1662 cm-1-nél megjelenő 
csúcs a form I, míg 1667 cm-1-nél a form II poli-
morf- C=O vegyértékrezgésével azonosítható [32]. 
Az eredetileg magasabb hullámszámon megjelenő 
karbonil csoport vegyértékrezgésének eltolódása 
pedig a progeszteron 3-as helyzetű karbonil 
(C=O)-, és 4-es helyzetű C=C kett ős-kötés konjugá-
ciója miatt  következik be. A konjugáció a π elekt-
ronok delokalizációja miatt  alakul ki, amely az 
eredeti kötési karakterisztikát is módosítja. Egy 
másik közleményben a progeszteron antiszolvens 
kristályosítása során az in-line Raman spektru-
mok kvantitatív kiértékelését PCA-főkomponens 
analízis segítségével végezték [33].
Egy – a Merck Kutató Laboratóriuma által kifej-
lesztett  (MK-A jelzésű) –  hatóanyag négy 
anhidrát, két hidrát és számtalan szolvát kapcso-
latrendszerének tanulmányozásában szintén ered-
ményesen alkalmazták az in-situ Raman mérési 
módszert. A kísérletek alapján meghatározták a 
hemihidrát→formC→formA polimorf átalakulás 
optimális hőmérsékletét (65 °C) és oldószerét (szá-
raz izopropil acetát). Vizsgálták az átalakulási idő-
ket a hőmérséklet függvényében, a hemihid-
rát→formC átalakulás 15 °C-on 5,5 óra alatt , míg 
10 °C-os (25 °C) hőmérséklet emelés hatására 1,5 
óra alatt  csaknem 100% formC polimorf volt jelen 
a szuszpenzióban (3. ábra). A formC→formA át-
2. ábra: Progeszteron form II→form I polimorf átalakulás 
Raman spektrumai. Forrás [32] újraszerkesztve
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alakulás ezek után 35 °C-on mintegy 3,3 óra alatt  
vált teljessé. A Raman spektrumok kiértékelése 
PCA és MCR-többváltozós görbe felbontás segít-
ségével történt [34].  
L-glutaminsav hűtéses kristályosítása során a 
polimorfok szuszpenzióban történő azonosítására 
alkalmazták az in-line Raman spektrometriát. A 
kalibrációs görbe felállítása a polimorfok (α, β 
form) különböző arányú mechanikai keverékeinek 
Raman spektrumával történt, melyet a kris tály-
módosulatok szuszpenzióban történő azonosításá-
ra eredményesen használtak. A kristályosítást 25 
°C-on végezve minden esetben az α módosulat, 
vagyis a kinetikailag preferált termék vált ki, majd 
ezt követően melegítés hatására oldószer közvetí-
téses polimorf átalakulás játszódott  le. Az átalaku-
lás folyamán a kezdeti α változat teljes mennyisé-
ge a termodinamikailag stabilabb β polimorﬀ á ala-
kult. Mindemellett  az átalakulás jelentős hőmér-
sékletfüggése is megfi gyelhető volt [35]. A további 
vizsgálatok során az L-glutaminsav polimorf át-
alakulásának tanulmányozásában az elvégzett  kí-
sérleteket szimulációs eredményekkel kombinálva 
gyorsabb és olcsóbb eljárást fejlesztett ek ki a leg-
fontosabb kinetikai paraméterek megismerésére 
[36]. Végeztek olyan kristályosítási kísérleteket, 
ahol a képződött  kristályok méretét, eloszlását és 
alakját FBRM, PVM segítségével határozták meg. 
A szuszpenzió oldat fázisának összetételét ATR-
FTIR spektrométerrel, a szilárd fázist in-situ fel-
vett  Raman spektrumok alapján analizálták. A kí-
sérleti eredmények értékelése mellett  matematikai 
modellek felállításával igyekeztek a folyamatok ki-
netikai hátt erét feltérképezni, a jövőbeni robosztus 
ipari eljárás kialakítása céljából [37]. Az L-gluta-
minsav termodinamikailag stabil β polimorfj ának 
képződése magasabb túltelített ségi szintet igényel, 
mint a kinetikai α módosulaté, így ha a kristályosí-
tandó oldatban lokálisan túltelített ség alakul ki, a 
stabilabb β kristályszerkezetű termék válik ki. E 
lokális túltelített ség kialakulhat pl. reaktáns (kén-
sav) adagolásának hatására (az oldatban jelenlévő 
L-glutaminsav nátrium sója protonálódva szabad 
savként válik ki), ha az oldat keverési intenzitása 
nem megfelelő. A kinetikai és termodinamikai 
kontroll szerint képződött  termék arányát tehát a 
keverés intenzitása, a reaktáns adagolási sebessége 
és a reaktáns koncentrációja határozza meg [38]. 
A 2-{[3-(trifl uorometil)fenil]amino}benzoesav 
kristályosításának in situ vizsgálata során szintén 
a hatóanyag polimorf átalakulásának tanulmányo-
zására alkalmazták a Raman spektrometriát. A va-
lós idejű spektrumokból mind a szuszpenzióban 
lévő szilárd, mind pedig az oldatfázis összetétele 
megállapítható volt. A kristályosításokat oltó kris-
tályokkal és azok jelenléte nélkül egyaránt elvé-
gezve, vizsgálták a folyamatok hőmérséklet- és 
időfüggését. Az in-line Raman kísérleti eredmé-
nyekből elvégezhető volt az optimális kristályosí-
tási körülmények meghatározása [39]. Egy másik 
esetben ugyanezen benzoesavszármazék enantiot-
róp polimorfj ainak átalakulási hőmérsékletét hatá-
rozták meg in-line Raman spektrometriával, s a 
szerzők szerint a technika más rendszerekre is al-
kalmazható [40].
A Taltirelin és Timepidium-bromid hatóanya-
gok oldószer-közvetítéses polimorf átalakulását fi -
gyelték 10% aceton tartalmú vizes rendszerben, 
izoterm körülmények között , mindkét esetben az 
α→β polimorf irányban valósult meg a folyamat. 
Az oltásos kristályosítás tanulmányozásakor a 
NIR spektrometria a víz közeli infravörös tarto-
mányban mutatott  aktivitása miatt  csak nagyobb 
koncentrációjú szuszpenziók esetén szolgáltatott 
kiértékelhető eredményt, ezért a folyamat valós 
idejű nyomon követésére a Raman spektrometria 
mutatkozott  alkalmasabbnak. Az FBRM techniká-
val a polimorf átalakulást csak abban az esetben 
tudták nyomon követni, ha a folyamat során a kris-
tályok habitusában is változás következett  be [41]. 
A citromsav anhidrát→monohidrát fázis átala-
kulásának tanulmányozása során a szuszpenzió-
ban izoterm körülmények között  meghatározták a 
szilárd fázis mennyiségét, illetve annak összetéte-
lét. A kiértékelés során az oldat tömeg-egyensú-
lyát felhasználva számított ák a túltelített ség mér-
tékét [42, 43]. A kristályosítási kísérleti eredménye-
ket felhasználva első lépésben a gócképződés és 
-növekedés kinetikai paramétereinek felállítására 
került sor. E paraméterek felhasználásával alkot-
tak egy ún. „sokaság egyensúlyi modellt” (PBE), 
3. ábra: MK-A form C→form A oldószer közvetítéses poli-
morf átalakulás 35°C-on. Forrás [34] újraszerkesztve
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amely alapján már megadható a szemcseméret el-
oszlás (CSD) időbeli változása a citromsav mono-
hidrát izoterm kristályosítása során [44, 45].   
A karbamazepin antiepileptikum esetében a ha-
tóanyag anhidrát(CBZA)→hidrát(CBZH) átalaku-
lási sebesség meghatározására etanol-víz oldószer-
ben végeztek in-situ Raman vizsgálatokat. A hidrát 
relatíve lassú kinetikájú kristályosodása miatt  e for-
ma kialakulása a sebességmeghatározó lépés. Azo-
nos oldószer összetétel mellett  (61 mol% etanol) az 
átalakulás alacsony hőmérsékleten gyor sabban ját-
szódik le, amit a két forma oldhatósága között i je-
lentős különbséggel magyaráznak az adott  hőmér-
séklet-tartományban. Az anhidrát beoldódása ala-
csonyabb hőmérsékleten gyorsan bekövetkezik, így 
az oldatban a hidrát formára nézve nagymértékű 
túltelített ség alakul ki [46, 47]. Másik közlemény-
ben a szerzők beszámolnak a karbamazepin izo-
term kristályosítás folyamán bekövetkező 
FormIII→FormI átalakulásáról, ahol az átalakulás 
jelentős hőmérsékletfüggését fi gyelték meg [48].
Kristályosítás segédanyagok jelenlétében
Jól ismert, hogy a kristályosítás alkalmával jelen 
lévő idegen anyagok alapvetően befolyásolhatják a 
kristálygóc képződés kinetikáját, a növekedés 
mor fológiáját, s így akár a kialakult kristályok 
oldhatóságát is [49, 50]. Bizonyos esetekben olyan 
kristályalakok megjelenését is megfi gyelték, me-
lyek csupán segédanyaggal történő kristályosítás-
nál jelentkeztek [51]. Némely szennyező kompo-
nens alapvetően elősegítheti a kristálynövekedést, 
mások csupán a folyamat gyorsaságát fokozhatják 
ill. csökkenthetik, ismét mások a kristályfelszínre 
gyakorolt szelektív hatásukkal a felület alakját 
változtatják  meg [52]. 
A kristályosítás folyamatát befolyásoló kompo-
nensek lehetnek a kristályosítandó anyaggal szer-
kezetileg hasonló adalékanyagok [53, 54, 55], kü-
lönböző polimerek [56] (pl. polivinil-pirrolidon, 
hidroxipropil-metilcellulóz, metilcellulóz, polieti-
lén-glikol, polipropilén-glikol, polimetakrilsav 
származék), felületaktív anyagok (Tween 80:poli-
szorbát) [57, 58], alacsony molekulatömegű szer-
ves és szervetlen komponensek [59], ill. fehérjesze-
rű anyagok egyaránt. 
A polimerekkel gátolt kristályosításra a szakiro-
dalomban számos példát találhatunk [60, 61, 62, 63, 
64]. A mebendazol gyógyszerhatóanyag esetében 
polimer segédanyagokkal végzett  kristályosítási 
eljárásban kis mennyiségű polimer (PVP) jelenlétét 
igazolták a végtermékben. A kristályos anyagról 
készült porröntgen diﬀ raktogramokban – a na-
gyobb polimerizációs fokú PVP K90-nel végzett 
kristályosítás során – csúcseltolódásokat fi gyeltek 
meg, ami az eredeti kristályszerkezet torzulására 
utal (4. ábra). Megfi gyelték, hogy a végtermékben 
megtalálható néhány százaléknyi polimer a ható-
anyag oldódási sebességét is megnövelte [65].
Oldószer közvetítéses polimorf átalakulás vizs-
gálatára felületaktív anyagok jelenlétében található 
példa a szakirodalomban. A polimorf átalakulási 
időt növelő hatás azonban eltér a különböző poli-
mereknél tapasztaltaknál, hiszen ilyen esetekben a 
felületaktív anyag koncentráció függvényében az 
átalakulási idő nem egy konstans görbe szerint 
változik.  Az adszorpció során a felület és az oldott  
tenzidmolekulák között i kölcsönhatás következté-
ben a kritikus micellaképződési koncentráció 
(CMC) alatt i tartományban az egyedi tenzidionok 
felvételével párhuzamosan felületi aggregátumok, 
periodikus adszorptívum szerkezetek (hemimi-
cella) is kialakulnak a határfelületen [66]. (A felüle-
ti hemimicella koncentráció {HMC} az a koncent-
ráció határérték, ahol a felületi aggregátumok 
megjelenése kimutatható.) A kritikus micellakép-
ződési koncentráció (CMC) elérését vizsgálva tehát 
az átalakulási sebességkoeﬃ  ciens lépcsőzetes 
csökkenése tapasztalható. Ezzel magyarázható, 
hogy L-glutaminsav β→α polimorf átalakulása so-
rán az átalakulási sebességkoeﬃ  ciens alacsony 
tenzid koncentrációnál meredek görbe szerint 
csökken a monomolekuláris határfelületi réteg fo-
lyamatos kialakulása miatt . A felületi hemimicella 
koncentráció (HMC) elérésekor következik egy 
stagnáló szakasz egészen a CMC eléréséig, amikor 
is a felületaktív molekulák összekapcsolódásával 
lehet számolni. Ebben a szakaszban a felületi kötő-
4. ábra: Porröntgen diﬀ raktogramok mebendazol PVP-vel 
történő kristályosításakor. Forrás [65] újraszerkesztve
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helyek már telített ek, ezáltal a β forma beoldódása, 
s következésképpen az α módosulat megjelenése 
késleltetett . A CMC elérésekor az addig jellemző 
monomolekuláris réteg mechanizmust fölváltó 
multimolekuláris réteg adszorpciós mechanizmus 
kristálynövekedést gátló hatása jelentősebbé válik. 
Ezért a kritikus micellaképződési koncentrációnál 
nagyobb tenzid mennyiség hatására a polimorf át-
alakulási sebességkoeﬃ  ciens értéke ismételten me-
redekebb görbe szerint csökken [67, 68] (5. ábra).
Az idegen anyagok jelenlétében történő kristá-
lyosítás leggyakrabban a hatóanyag kristály habi-
tusában, azaz külső megjelenésében okoz válto-
zást, ám előfordulhat, hogy ilyen anyagok jelenlé-
tében módosul az adott  anyag polimorf módosu-
lata is. Erre példa a celecoxib nevű nem szteroid 
alapú gyulladáscsökkentő, amely esetében a kris-
tályosítás felületaktív anyag (Tween 80), ill. po-
limer (hidroxipropil-metil-cellulóz) jelenlétében 
egy addig még ismeretlen polimorf módosulat 
(Form IV) kialakulását eredményezte. Az új poli-
morf oldódási sebessége a termodinamikailag sta-
bil kristálymódosulathoz (Form III) képest 2-szer 
nagyobbnak adódott , s az előzetes stabilitás vizs-
gálatok alapján kémiai degradáció nem követke-
zett  be. Az új polimorf képződése a kristályosítás-
ban alkalmazott  segédanyagok arányától függően 
változott  [69]. 
1. táblázat 
További példák polimer segédanyagok jelenlétében végzett  kristályosításra
Gyógyszerhatóanyag Felhasznált segédanyag Tapasztalatok Irodalmi 
hivatkozás
Hidrokortizon acetát HPMC, MC, PVP, PEG 400,
HPMC esetén tapasztalták a legnagyobb 
morfológiai (kristályalak) változást; minden 
segédanyag esetében kristályosodást gátló 








Hidrofi l segédanyag 
(HPC, trihalóz, 
PVA, PVP, dextran, 
hidroxietil keményítő
Javuló folyási tulajdonságok, az oldhatóság 








Lapos, széles kristályok jellegzetes 
háromszög alakú kristályvégek, egyedi 
vagy rózsaszerű kristályaggregátumok 
kialakulása 
Klórpropánamid PEG, PVP, Poliszorbát 80
Rendkívül fi nom, apró kristályok képződése 
→oldhatóságnövekedés 59
RS-8359, MAO-A inhibitor HPMC, HPC, PVP Kristályosodást gátló hatás, oldódási sebesség növekedés 76
D ifl unisal (nem szteroid 
gyulladáscsökkentő) PEG 4000
A gyógyszer-polimer aránytól függően 
változó a polimorfi a, az oldószer is hatással 
volt a polimorfi ára
77
β-Sitosterol Poliszorbát 80 Kis méretű kristályok előállítása 78
Etil-p-hidroxi-benzoát polietilén-polipropilén glikol (Poloxamer 188) Morfológiai és kristályméret változások 79
Szulfatiazol, prednizon, 
klóramfenikol Poliszorbát 80 Megnövekedett  oldódási sebesség 80
Paracetamol
PVP 2000, PVP 10000, 
PVP 50000
Nagyobb molekulatömegű PVP 
alkalmazásával közel szférikus 
kristályagglomerátumok
81, 82
Salbutamol PVP K25, lecitin, 
HPMC, Span 85
PVP jelenlétében a tűszerű kristályhabitus 
megváltozott , zömökebb tömbszerű 
kristályok keletkeztek 
83
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Segédanyag jelenlétében végzett  kristályosítás 
esetében, valós idejű analízisről még kevés ered-
ményt közöltek a szakirodalomban [70]. Ilyen pél-
da a kálcium-karbonát kristályosítása, amelyet 
polimer segédanyagok jelenlétében (poli kar boxi-
savak), in-line Raman spektrometriás analízist al-
kalmazva végeztek el és megállapított ák, hogy 
a keletkező polimorfok minőségileg és mennyisé-
gileg is jól azonosíthatóak voltak. Az egyes rész-
folyamatok termékeinek valós idejű Raman spekt-
rumokból elvégzett  kvantitatív kiértékelése a por-
röntgen diﬀ raktogramokból kapott  (oﬀ -line) 
ered ményekkel jó egyezést mutatott  [71]. Olyan 
köz leményeket is publikáltak, melyekben a se-
géd anyagok módosító hatását tanulmányozták 
gyógy szerhatóanyagok anhidrát→hid rát átalakulá-
sára olyan esetekben, amikor a vizes közegű fel-
dolgozás során számolni kellett  a hidrát formába 
történő átalakulás lehetőségével. A vizsgálatok 
során a valós idejű Raman spektrumok alapján az 
átalakulás kinetikai hátt erét tárták fel. A kísérlete-
ket vizes közegben különböző segédanyagokkal 
elvégezve azt a tapasztalatot vonták le, hogy a 
polimorf átalakulás polimerek alkalmazásával be-
folyásolható. Karbamazepin jelenlétében pedig 
hidroxi-propil-metilcellulózzal sikerült csökken-
teni az átalakulási sebességét [72]. 
A karbamazepin nikotinamiddal történő kok-
ristályosítását etanol oldószerben valós idejű 
Raman spektrometriás analízissel követt ék nyo-
mon. A karbamazepint az adott  körülményekhez 
tartozó oldhatósági értékéhez viszonyítva mintegy 
50%-os feleslegben alkalmazták. Megállapított ák, 
hogy az átalakulás a nikotinamid koncentráció nö-
velése esetén gyorsabban lejátszódik le. (Míg 0,16 M 
nikotinamid összetételnél 3 óra kellett , addig 0,25 
M-os összetétel esetén már 3 perc elegendő volt a 
teljes oldat közvetítéses átalakuláshoz.). Vízben 
végzett  kísérletek során a kar bamazepin anhidrát 
átalakulása karbamazepin-nikotinamid (CBZ-NCT) 
kokristállyá a hatóanyag dihidrát formájának meg-
jelenésén keresztül játszódott  le. Oldószerelegy al-
kalmazásával csapadékképzéses, ill. reaktív kokris-
tá lyosítási kísérleteket is végezték [73].
Az I. táblázatban néhány további közlemény 
fontosabb eredményei láthatóak a közelmúlt szak-
irodalmából [74,  75,  76,  77,  78, 79, 80, 81, 82].
Az előállított  gyógyszerhatóanyag oldhatóságá-
nak, oldódási sebességének javítására sokszor a 
gyógyszerkészítmények előállításakor kerül sor, 
ahol különféle segédanyagokkal, esetenként új 
gyógyszerhordozó rendszer kialakításával érhető 
el a terápiás hatás. A gyógyszertechnológiai lépé-
sek során a segédanyagok jelenlétében pedig fel-
léphetnek nem kívánt átalakulások – polimorfi a 
változás, amorf hatóanyag kristályosodása – me-
lyek korai megfi gyelése döntő fontosságú a gyár-
tástechnológia kidolgozásában. A különféle se-
gédanyagok alkalmazásával, a hatóanyaggyártás 
utolsó fázisában – a kristályosításban – bizonyos 
terméktulajdonságok (polimorfi a, szemcseméret, 
habitus) kedvező irányú módosítása mellett  a fent 
említett  hatóanyag-segédanyag kölcsönhatások is 
tanulmányozhatóak a későbbi, formulálási sza-
kaszban bekövetkező átalakulások elkerülése ér-
dekében. Ezen interakciók vizsgálatához érzé-
keny, szelektív, valós idejű detektálásra alkalmas 
fejlett  analitikai eszközökre van szükség. A szak-
irodalmi átt ekintésből következik, hogy a közle-
ményekben tárgyalt jelenséget, azaz az idegen 
komponensek módosító hatását hatóanyagok kris-
tályosodására kihasználva, a kristályosítás folya-
mata megfelelő segédanyagok alkalmazásával 
tervszerűen befolyásolható. Ezáltal a keletkezett 
anyag szemcsemérete, habitusa, sőt esetleg poli-
morfi ája is kedvező irányba módosítható.  Ilyen 
irányú kutatómunka kezdeti lépéseit ismertetjük a 
következőkben, elsősorban analitikai és gyógy-
szertechnológiai megközelítésből. 
Anyagok és kísérleti módszerek
Anyagok
A kristályosítások Donepezil HCl (molekulatömeg 
415,95 g/mol; Richter Gedeon NyRt.) és polivinil-
pirrolidon (PVP-K30, átlagos molekulatömeg 
40000 g/mol; gyártó: Sigma Aldrich) felhasználá-
sával történtek. 
5. ábra: Az L-glutaminsav polimorf átalakulási sebességi 
koeﬃ   ciensének változása a tenzid koncentráció függvényé-
ben. Forrás [68] újraszerkesztve
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Kísérleti módszerek
Kristályosító berendezés
A kialakított  kristályosító berendezésben a Raman 
spektrometria valós idejű detektálása száloptika 
alkalmazásával többféle kísérleti elrendezésben 
valósítható meg. Ezek a rendszert zavaró hatás 
mértékétől függően on-line, in-line és a nem-in-
vazív eljárások közé sorolhatók. Az on-line eljárás 
alkalmával a rendszer vizsgálata egy a közegből 
elvezetett  mintán történik, melyet ezt követően 
visszavezetünk a vizsgálandó elegybe, azaz a va-
lós idejű spektrumok felvétele egy folyamatos cir-
kulációs kör segítségével történik. Ezzel szemben 
az in-line eljárások alkalmával nincs cirkuláltatás, 
a Raman szonda közvetlen oldatba merítésével vá-
lik lehetővé a spektrumok felvétele (6. ábra). A 
nem-invazív (nem behatoló) módszer esetén a vizs-
gálat a rendszer zavarása nélkül valósítható meg, 
mivel a spektrumok felvétele kívülről, a közeget 
határoló edényen keresztül történik, s így a detek-
tálás során a szonda nem érintkezik a közeggel 
[83]. 
A folyamatirányított  rendszer legfontosabb ré-
szei a reaktor (0,5 l-es in-line Raman mérésre al-
kalmas, ill. 100 ml-es nem-invazív vizsgálatokra 
alkalmazható duplafalú üvegreaktor→a reaktor 
egyik oldalán duplikálás nélküli), programozható 
termosztát a két reaktor hőmérsékletének egyide-
jű szabályzásához, változtatható fordulatszámú 
IKA típusú keverőmotor, a Yokogawa cég által 
gyártott  Stardom folyamatirányító szoftver. A 
Stardom olyan applikációs szoftver csomagokkal 
rendelkezik (APPF: Advanced Process PrortFolio), 
amely különböző ipari folyamatok irányítástech-
nikai megoldásait tartalmazza. Az autonóm sza-
bályzó egyik típusát, az FCN (Field Control Node) 
moduláris szabályozót alkalmazzuk. Ez esetben a 
felhasználó választhatja ki a telepítendő modulo-
kat att ól függően, hogy milyen típusú jeleket kí-
ván küldeni és fogadni a csatlakoztatott  perifériás 
eszközöktől. 
A hőmérsékletmérés Pt-100 hőfokérzékelőkkel 
történik, a rendszer további tartozékai a propellel 
és anker keverők, a beadagoláshoz szükséges ada-
golótartályok ill. mérleg és szivatt yú.
Kísérleti eljárások
Az in-line nyomon követett  kristályosítások alkal-
mával minden esetben 20 cm3 desztillált vízhez 
hozzáadtunk 6,5 g Donepezil HCl sót, majd a 
szuszpenziót 50 °C-ig melegített ük, a keverési for-
dulatszám 200 rpm volt.  A segédanyagos kristá-
lyosításban az előzetesen vízben oldott  polivinil-
pirrolidont felmelegítést követően adtuk a rend-
szerhez. Exponenciális csökkenő hűtési profi l mel-
lett  az oldatokat szobahőmérsékletig hűtött ük. A 
képződött  kristályokat szűrés után szobahőmér-
sékleten szárított uk. A nem-invazív méréstechni-
ka alkalmazásakor oltásos, izoterm (31 °C) kristá-
lyosítást végeztünk 0,1%-nyi Form IV kristályszer-
kezetű oltókristályok segítségével. A végtermékek 
azonosítását Raman spektrometria, polarizációs 
fénymikroszkóp, pásztázó elektronmikroszkóp és 
diﬀ erenciális pásztázó kalorimetria segítségével 
végeztük. 
6. ábra: In-line és nem-invazív Raman kristályosítási kísérlet gyakorlati megvalósítása
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A valós idejű Raman spektrumok felvétele 
HORIBA Jobin Yvon Raman mikrospektrométerrel 
történt Nd-YAG (532 nm) frekvenciakett őzött  lé-
zer alkalmazásával, a spektrumfelvételi idő a vizs-
gálati körülmények függvényében változott , csak-
úgy mint a spektrumok akkumulációs száma. A 
folyamatok kiértékelése CLS (classical least square) 
módszerrel történt.
A mikroszkópos felvételek Carl Zeiss Jena pola-
rizációs fénymikroszkóppal készültek, a SEM vizs-
gálatokat JEOL JSM-6380LA típusú elektronmikro-
szkóppal, míg a DSC felvételeket Setaram gyárt-
mányú SC 92-es típusú készülékkel végeztük.  
Eredmények és értékelésük
A tervezett  vizsgálat alapvető feltétele a ható-
anyag oldatának Raman aktivitástól függő detek-
tálhatósága. A Donepezilt vízben feloldva, s Nd-
YAG lézerrel vizsgálva, jól azonosítható Raman 
spektrumokat kaptunk, s a vízben oldott  ható-
anyag az amorf forma Raman spektrumával mu-
tatott  legnagyobb hasonlóságot. A 7. ábrán feltün-
tetett  spektrumok a hatóanyag amorf és vízben ol-
dott  állapotára vonatkoznak. Jelentős eltérés az 
1631-1701cm-1 hullámszámtartományban tapasz-
talható, mindkét esetben megjelenő csúcs oldat 
esetében laposabb maximumában. Ez a Donepezil 
molekulában megtalálható C=O vegyértékrezgé-
sének sávja, melynek maximuma a hatóanyag vi-
zes oldatában alacsonyabb hullámszámon jelent-
kezik. Ennek oka a Donepezil és vízmolekulák 
között i H-kötés kialakulása, amely másodlagos 
kötésként – a kölcsönhatás intra-, vagy inter mole-
kuláris jellegétől függetlenül –, Raman spektrum-
beli hullámszám csökkenést okoz. 
A Donepezil izoterm kristályosítása alkalmával 
a túltelített  oldatból kivált szilárd termék az oltó-
kristályok kristályszerkezetével azonos volt, a fo-
lyamat közbeni termékkiválás jól nyomon követ-
hető a 8. ábrán feltüntetett  Raman spektrumokból. 
Az oldott  állapotú hatóanyag 1668 cm-1-es lapo-
sabb csúcsának maximumát felváltja a IV-es for-
mára jellemző 1671 cm-1-es élesebb csúcs. 
II. táblázat




(óra)hőmérséklet (°C) időtartam (óra)
100:0 29 4 1,6
100:1 29 4,1 3,2
10:1 29 5,6 3,6
1:1 29 12,6 6,8
7. ábra: Amorf és vízben oldott  Donepezil Raman spektruma
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A valós idejű Raman spektrumokból mennyisé-
gi kiértékelést készítve vizsgálhatóvá válik a kris-
tályosítás kinetikai hátt ere, a folyamat végpontja 
megállapítható. A kristálykiválás az oltást követő 
negyedik óra elteltével vált teljessé, ugyanakkor 
megállapítható, hogy a szilárd fázis jelenléte a 
Raman spektrumokban csak bizonyos kristálymé-
ret és koncentráció felett  igazolható. Így a képző-
dött  kristályok detektálása a kristályosítási körül-
ményeken kívül nagymértékben függ az anyagi tu-
lajdonságoktól is. Az oltás után egy órával már 
szemmel is látható, többségében apró méretű kris-
tályok voltak jelen az oldatban (9. ábra). A külön-
böző időpontokból származó kristályok alakja és 
méreteloszlása a keverés hatása miatt  nem mutatott  
jelentős különbséget. Keverés nélkül, lassú oldó-
szer elpárologtatás után a képződött  kristályok vi-
szont nagyobb méretű téglatest alakúak (10. ábra).
8. ábra: 3D-s Raman spektrum ábrázolás Donepezil kristályosításának nem invazív Raman spektrometriás 
nyomon követésekor
9. ábra: Donepezil kristályosítási folyamatának 
mennyiségi kiértékelése nem invazív módon felvett  Raman 
spektrumokból
10. ábra: Donepezil Form IV kristályok keverés nélküli, 
lassú és gyors oldószer elpárologtatás után
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 Donepezil kristályosításának in-line 
Raman spektrometriás vizsgálata
A hatóanyag hűtéses kristályosításában minden 
esetben a hidrátként azonosított  IV-es forma vált 
ki, melyet a felvett  DSC görbék is alátámasztott ak 
[84] (11. ábra). A Donepezil:polivinil-pirrolidon = 
1:1 arányú kristályosítása alkalmával a valós idejű 
Raman spektrumok kiértékelését nehezített e a fel-
lépő fl uoreszcencia jelensége, a spektrumok jel-zaj 
viszonya még nagyszámú akkumuláció mellett  is 
kedvezőtlen volt. Így a kristályosodás megindulá-
sának jelzése Raman spektrométerrel csak na-
gyobb szilárd fázis koncentrációnál, a már látható-
an opálos oldat kialakulásakor tapasztalható.
A segédanyagként felhasznált polivinil-pirro-
lidon jelentős mértékben lelassított a a kristályosí-
tás folyamatát (II. táblázat), ami feltehetőleg a ha-
tóanyag és polimer molekulák között  kialakuló 
H-hidas kölcsönhatásnak tulajdonítható. A poli-
mert azonos mennyiségben alkalmazva a ható-
anyaggal a gócképződés és a kristálynövekedés 
időtartama egyaránt jelentős mértékben növeke-
dett . A képződött  kristályok alakja nem, míg mé-
reteloszlása nagyobb mennyiségű segédanyag je-
lenlétében kiszélesedett , az agglomeráció mértéke 
megnőtt  (12. ábra). A hatóanyag hidrát módosula-
ta alakult ki jellemzően hosszúkás téglatest alakú 
kristályok formájában. A polimer segédanyagot a 
hatóanyaggal 1:1 arányban alkalmazva viszkózus 
rendszer jött  létre, melyben a részecskék összeta-
padása a szűrés és szárítás folyamán jelentős volt. 
A segédanyagokkal vég-
zett  kristályosítások pontos 
mechanizmusa a szakiroda-
lom alapján még vitatott . 
Így annak magyarázata is 
többféle közelítésből olvas-
ható. A segédanyag alapve-
tően a kristályosítás három 
főbb lépése során fejtheti ki 
a hatását: 
1.  túltelített  oldat elkészíté-
se, kialakulása; 
2.  stabil kristálygócok kiala-
kulása;
3. kristálynövekedés. 
A túltelített  kristályosí-
tandó oldatban a molekulák 
diﬀ úzió útján mozognak, 
ütközésük során összekap-
csolódnak, majd kristály-
gócként kiválnak, ezt köve-
tően veszi kezdetét a növekedési fázis. Ha a diﬀ ú-
zió elegendően gyors (pl. nagymértékű túltelített -
ség esetén), a gócképződés nem diﬀ úziókontrol-
lált. Polimerekkel együtt  történő kristályosítás 
viszont késleltetheti a kristálykiválást, módosít-
hatja a kiváló kristályok alakját, oldhatóságát. A 
folyamat ez esetben is tapasztalt időbeli eltolódása 
magyarázható a polimer oldat túltelített ségét 
csökkentő hatásával is [85]. A segédanyagokkal 
végzett  kristályosítás során lejátszódó mechaniz-
musok egyik lehetséges magyarázata a diﬀ úzió-
gátlás, melynek elsődleges következménye a kés-
leltetett  kristálykiválás. A donepezil polivinil-
pirrolidon jelenlétében végzett  kristályosítása al-
kalmával elsődleges hatásként az időben késlelte-
tett  gócképződés továbbá kristálynövekedés volt 
tapasztalható, ami leginkább a polimer oldat túlte-
lített ség csökkentő hatásával magyarázható. 
Ugyanazon körülmények mellett  a kristálykiválás 
időben késleltetve következik be és a polimer 
mennyiségi növekedésének függvényében a teljes 
kristályosodás folyamata is hosszabban játszódik 
le.
A polimerek jelenlétében történő kristályosítás 
alkalmával azonban nemcsak a folyamat időbeli 
eltolódásával számolhatunk, hanem gyakori jelen-
ségként léphet fel a kristályalak- és gyakran old-
hatóság-változás. Egy korábbi megközelítés sze-
rint a polimerek a kristálygócok felületét hálósze-
rűen bevonva gátolják annak növekedését, így a 
lehetséges növekedési irányok korlátozott ságától 
függő egyenetlen felszín kialakulása fi gyelhető 
11. ábra: Végtermékként azonosított  Form IV hidrát 
és a kiindulási Donepezil.HCl só DSC görbéje
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meg [86]. A polimer kristályfelszínre történő ad-
szorpciójával is akadályozza további gyógyszer-
molekulák beépülését a kristályrácsba, s ezáltal 
befolyásolja a kristályforma kifejlődését [87]. A 
kristályok felszínén megjelenő, s a keverés inten-
zitásától függő vastagságú hidrodinamikai határ-
felületi réteget a kristályfelület és polimer mole-
kulák között i másodrendű kötőerők stabilizálják 
[88]. A létrejött  fázisréteg nem a kristálykiválást, 
hanem a növekedést csökkenti azáltal, hogy az ol-
datból diﬀ úzióval kristályfelszínhez közeledő ha-
tóanyag molekulák rácsba rendeződését gátoltja 
(13. ábra). 
A növekedés gátlása a polimer molekulák mé-
retétől, illetve a H akceptor és donor funkciók szá-
mától függ. Ha a segédanyag molekulák a kristály 
eltérő irányú részein hasonló mértékben kötődnek 
meg, csupán a kristálynövekedés gátolt, a morfo-
lógia nem változik. A kristály egyes felületein elté-
rő mennyiségben adszorbeálódott  „szennyező” 
molekulák azonban a hatóanyagkristály alakjában 
is változást indukálhatnak. Ha kristályok morfoló-
giai változása fajlagos felületük növekedésével jár, 
akkor azzal arányosan (a nanométeres tartomány-
ban drasztikusan) javul az oldhatóság.
Az általunk vizsgált hatóanyag esetében a keve-
rés hatására a segédanyag nélküli kristályosítás 
során is kis szemcseméretű (≈ 10μm), szabálytalan 
alakú kristályok keletkeztek. Emiatt  az alkalma-
zott  polimer kristályalakra gyakorolt esetleges ha-
tása nehezen észlelhető, a SEM felvételek alapján 
habitusváltozás polivinil-pirrolidonnal egyértel-
műen nem igazolható. 
A továbbiakban a segédanyag jelenlétében vég-
zett  kristályosítások pontos mechanizmusának 
tisztázására irányuló további kísérletek mellett  ér-
dekes lehet a Raman spektrumok visszacsatolásá-
val történő szabályzás létrehozása, amely az FDA 
által előirányzott  PAT technológia megvalósítását 
tűzi ki céljául.
12. ábra: SEM felvételek Donepezil kristályokról a) segédanyag nélküli, b) 100:1 Donepezil-PVP arányú, 
c) 10:1 Donepezil-PVP arányú, d) 1:1 Donepezil-PVP arányú kristályosítás
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Összefoglalás
A kristályosítási folyamatok valós idejű tanulmá-
nyozása kiemelt ipari jelentőségű feladat, amely a 
kinetikai és termodinamikai hátt ér megismerését 
és robosztus, jól szabályozható állandó termékmi-
nőséget biztosító gyártástechnológia kidolgozását 
teszi lehetővé. 
A szakirodalomban a valós idejű Raman spek-
tro metriás vizsgálatok alkalmazása gyógyszerha-
tóanyag polimorfok kapcsolatrendszerének feltá-
rására még viszonylag kevéssé terjedt el. Segéd-
anyagok jelenlétében végzett  kristályosítás eseté-
ben végzett  in-line Raman vizsgálatokról pedig 
csupán elvétve található eredmény. 
A polivinil-pirrolidon jelenlétében végzett  kris-
tályosítások esetén tehát a felhasznált „adalék-
komponens” a vizsgált esetekben a kristálykivá-
lást időben késleltett e. Nagyobb mennyiségű poli-
mer jelenlétében a kristályosodás teljes időtartama 
is jelentős mértékben megnőtt . A hatóanyag-se-
gédanyag azonos aránya mellett  a donepezil teljes 
kiválása mintegy háromszor tovább tartott , mint a 
polimer alkalmazása nélküli esetben. (A keverés 
okozta kristály tördelődés miatt  a polimer habi-
tusmódosító hatása egyértelműen nem tűnik ki.) 
A nem-invazív Raman vizsgálatok alkalmával a 
kristályosítás nyomon követése és kiértékelése si-
keresen elvégezhető. Összehasonlítva az in-line és 
nem-invazív módon felvett  hatóanyag oldatspekt-
rumát csupán intenzitásbeli különbség lépett  fel, a 
nem-invazív mérés esetén általánosságban kisebb 
intenzitás értékeket tapasztaltunk. 
E munka eddigi eredményei alapján a kristályo-
sítások időbeli lefutása nyomon követhető, a fo-
lyamatok kvalitatív kiértékelése elvégezhető. 
Azon ban néhány kérdés a szakirodalomban to-
vábbra sem tisztázott , melyek megválaszolása ese-
tén a kontrolállt kristályosítás szélesebb körű el-
terjedése várható. Nem könnyű pl. a dinamikus 
kristályosítások mennyiségi kiértékeléséhez szük-
séges kalibráció elkészítése, mivel számos para-
méter (szilárd fázis koncentráció, termék szemcse-
méret, hűtési hőmérséklet profi l, keverési fordu-
latszám, adagolási sebesség) befolyásolja a felvett  
spektrumok minőségét. Többváltozós kalibrációs 
modellek felállítása, s anyagonkénti kidolgozása 
jelentős mennyiségű kísérleti adat felvételével és 
különböző kemometriai módszerek alkalmazásá-
val válhat lehetővé. Szükség van tehát az adott  kö-
rülmények fi gyelembevételével kialakított  kalibrá-
ciós eljárások kidolgozására. További tisztázandó 
kérdésként merül fel a szemcseméret-eloszlás le-
hetséges hatása a valós idejű Raman spektrumok-
ra. A szilárd fázisban – oﬀ -line – elvégzett  kalibrá-
ciók nem alkalmazhatók automatikusan, hiszen a 
Raman spektrumbeli intenzitás a kristályok mére-
tének ingadozására érzékenyen reagál [89], vala-
mint tovább ronthatja a felvett  spektrumok minő-
ségét a kristályok méretétől és a keverés intenzitá-
sától függő fi zikai fényszóródás jelensége. A se-
gédanyagok jelenlétében végzett  kristályosítások 
lejátszódásának pontos mechanizmusa még nem 
tekinthető ismertnek, részletes tisztázására szin-
tén további kísérleti eredmények szükségesek.
A vázolt kérdések tisztázása jelentős előrelépést 
jelentene abban az irányban, hogy az in-line 
Raman technikával, valamint a segédanyagokkal 
kombinált kristályosítás a jelenlegi kutatási szint-
ről eljusson a széles körű ipari alkalmazásra.
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Új enzimes stratégiák laktám és aminosav enantiomerek szintézisére*
FORRÓ ENIKŐ
Szegedi Tudományegyetem, Gyógyszerkémiai Intézet, 6720 Szeged, Eötvös utca 6.
Levelezési cím: Forro.Eniko@pharm.u-szeged.hu
A jövő biokatalizátoraiként is emlegetett  enzimek 
ipari felhasználása egyre hangsúlyozott abb, 10-12 
nagyságrenddel gyorsíthatják a reakciókat, enyhe 
körülmények között  működnek, és ami a legfonto-
sabb, hogy szelektíven (kemo-, régio- és enantio-
szelektíven) irányíthatják a reakciókat. Enantio-
diszkriminatív tulajdonságuknak köszönhetően 
az enantiomer laktám és aminosav előállítására 
fókuszáló munkáinkhoz, az utóbbi időben egyre 
Summary
F o r r o ,  E .: New enzymatic strategies for enantiopure 
lactams and amino acids
To fulfi l the requirements of modern go-ahead research, new di-
rect and indirect enzymatic strategies and new techniques have 
been devised for the preparation of enantiopure β- and γ-lactams 
and β- and γ-amino acids, and some of them have been scaled up. 
For example, a formal total synthesis of enantiopure Anatoxin-
a, a neurotoxic alkaloid, but a potent and stereospecifi c agonist 
at nicotinic acetylcholine receptors has been introduced. An ef-
fi cient and very simple method has been developed for the syn-
thesis of the antibacterial cispentacin [(1R,2S)-2-amino-1-cyclo-
pentanecarboxylic acid] and 8 new derivatives. A highly eﬃ  cient 
enzymatic procedure has been elaborated for the synthesis of the 
blockbuster drug Abacavir and Carbovir intermediate (1S,4R)-
4-aminocyclopent-2-ene-1-carboxylic acid. The fi rst enzymatic 
method has been devised for the synthesis of (R)-3-amino-4-
(2,4,5-trifl uorophenyl)butanoic acid, the intermediate for the new 
antidiabetic drug Sitagliptine. Direct enzymatic strategies have 
been reported for the synthesis of (2R,3S)-3-phenylisoserine, a key 
intermediate of the side-chain of the antitumor product Taxol. A 
new enzymatic method has been developed for the total synthesis 
of crispine A enantiomers with antitumor activity.
As amino acids are among the main products in the above-
mentioned enzymatic methods, a new gas-chromatographic 
method has been acquired for the enantioseparation of acyclic and 
carbocyclic cis- and trans-β-amino acids via a rapid double deri-
vatization technique (esterifi cation followed by N-acylation). 
Applicability
Through the utilization of enzymes, eﬃ  cient enantioselective 
procedures in organic media have been developed and applied 
for the preparation of enantiopure, biologically active β- and 
γ-lactams and β- and γ-amino acids (Scheme 15). Two of our re-
cently elaborated enzymatic methods for the synthesis of β- and 
γ-amino acids have been patented. Acros Organics and BioBlocks 
Inc. serve as the sales companies of more than 20 enantiopure 
products that we have prepared by enzymatic methods. 
Keywords: Abacavir, amino acid, Anatoxin-a, Carbovir, Cispen-
tacin, Crispine A, double derivatization, enzyme, lactam, Sita-
gliptin, Taxol
Összefoglalás
Az enantiomertiszta természetes anyagok szintézisére irányuló 
törekvéseknek, valamint a korszerű gyógyszerkutatási és gyó-
gyszerbevezetési elveknek (enantiomertiszta farmakonok 
előállítása) megfelelően, hatékony, új és egyszerű direkt és indi-
rekt enzimes módszereket fejlesztett ünk és méretnöveltünk enan-
tiomertiszta értékes β- és γ-laktámok és β- és γ-aminosavak szin-
tézisére. Így pl. formális totál-szintézist adtunk meg a nikotinos 
acetilkolin receptorra sztereospecifi kus agonista enantiomertiszta 
Anatoxin-a szintézisére. Előállított uk a gombaellenes hatással bíró 
ciszpentacint [(1R,2S)-2-amino-1-ciklopentán karbonsav] és 8 új 
analóg és homológ származékát. Megvalósított uk az antivirális 
Abacavir és Carbovir értékes intermedierjének, az (1S,4R)-4-ami-
nociklopent-2-én-1-karbonsavnak a szintézisét. Kidolgoztuk az 
első enzimes utat a 2-es típusú diabetes kezelésére alkalmazott  Si-
tagliptin intermedier (R)-3-amino-4-(2,4,5-trifl uor-fenil)bután-
sav szintézisére. Több direkt enzimes stratégiát is kidolgoztunk 
és alkalmaztunk sikeresen a daganatos megbetegedések kezelésére 
használt Taxol oldallánc kulcs-intermedierjének, a (2R,3S)-3-fe-
nilizoszerinnek az előállítására. Új, enzimes eljárást dolgoztunk 
ki a daganatellenes Kriszpin A enantiomerek totál szintézisére.
Mivel a fentiekben említett  enzimes munkánk egyik terméke 
legtöbb esetben aminosav volt, az enzimes reakciók követésére és 
aminosavak enantiomerfeleslegének a meghatározására új, álta-
lunk dupla derivatizálás elnevezés alatt  bevezetett  gázkromatográ-
fi ás módszert (észterezés és ezt követő N-acilezés) dolgoztunk ki 
karbociklusos cisz és transz, valamint aciklusos β-aminosavak 
enantioszeparálására. 
Alkalmazási lehetőségek: Két, a β- és γ-aminosavak szintézisére 
kidolgozott  enzimes eljárásunk iparjogvédelme megtörtént9. Az 
általunk kidolgozott  enzimes módszerekkel készült enan tiomerek 
közül több mint 20 enantiomerünket az Acros Organics és BioB-
locks Inc. vállalatok forgalmazzák. Bizonyított uk, hogy a szerves 
közegű enzim-katalizált rezolválások kiválóan alkalmazhatók en-
antiomertiszta, biológiailag aktív β- és γ-laktámok, valamint β- és 
γ-aminosavak előállítására (15. ábra). 
Kulcsszavak: Abacavir, aminosav, Anatoxin-a, Carbovir, Cis-
pentacin, dupla derivatizálás, enzim, Kriszpin A, laktám, Sita-
gliptin, Taxol.
*MTA doktori értekezés védésén (2011. június 27.) elhangzott  
előadás alapján készült közlemény
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02. ábra
dinamikusabban fejlődő környezetbarát enzim-
katalizált kinetikus rezolválás mellett  döntött ünk. 
A reakciókat nem a szokásos vizes, hanem a szá-
mos előnnyel bíró organikus fázisban végeztük.
Új tudományos eredmények
Az egyes munkákon belül jól elkülöníthető lépé-
sek követik egymást: a racém szubsztrát szintézi-
se; az enzimes reakció követésére alkalmas anali-
tikai módszer kidolgozása; az optimalizálási, fél-
mikroméretű enzimes reakciók kivitelezése (en-
zim, acil donor vagy nukleofi l, oldószer, adalék, 
hőmérséklet stb. enantioszelek tivi tásra és reakció 
sebességére gyakorolt hatásának vizsgálata); a 
preparatív-mennyiségű enzimes rezo lválás; a ter-
mékek izolálása és jellemzése (01. ábra). Az enzi-
mes előkísérletek során hangsúlyt kívántunk fek-
tetni arra is, hogy természetbarát körülményeket 
találjunk, pl. a környezetre kevésbé káros „zöld” 
oldószerek használatával.
A reakciók előrehaladását a konverzió számítá-
sával [(3), ahol az A1-A4 az alapvonalra elválasz-
tott  enantiomercsúcsok területintegráljait jelentik 
és A2 > A1, valamint A3 > A4] adtuk meg (02. ábra). 
A termékek enantiomerfeleslegét (ee) az (1) és (2) 
képletek segítségével számított uk, míg az enzimes 
reakciókra jellemző enantioszelektivitási, dimen-
zió nélküli érték (E; azt mutatja meg, hogy egyik 
enantiomer hányszor gyorsabban alakul termék-
ké, mint az antipódja) számítása a (4) képlet sze-
rint történt. A meghatározásokhoz királis oszlop-
pal (Chromopack Chiralsil-Dex CB, Chir-L-Val, 
Supelco Gamma-DexTM 225) felszerelt gázkroma-
tográfot (GC), ill. királis oszloppal (Chiralpak IA, 
Chirobiotic TAG, APEX Octadecyl 5 μ) felszerelt 
folyadék kromatográfot (HPLC) használtunk. 
Az enantiomertiszta termékeket szerkezetiga-
zolással (1H-, 13C-NMR, Bruker DRX 400, 500), ol-
vadáspont-méréssel (Kofl er készülék), az ee [Vari-
an GC (3900), ill. Jasco HPLC (quaternary gradient 
pump PU-2089plus, multiwavelength detector 
MD-2010plus)] és az optikai forgatóképesség, α 
(Perkin Elmer 341) értékek megadásával jellemez-
tük.
Jelen közleményben az értekezéssel megegyező 
vegyület számozást alkalmaztam.
Indirekt enzimes módszerek
Az Anatoxin-a enantiomerek formális totál-szintézise
Az enantiomertiszta Anatoxin-a (a nikotinos 
acetilkolin receptorra sztereospecifi kus agonista, 
igen erős idegméreg) előállítására formális totál 
szintézist dolgoztunk ki a 9-(hidroxi-metil)-9-aza-
biciklo[6.2.0]dek-4-én-10-on [(±)-13] lipáz-katalizált 
aszimmetrikus O-acilezésén keresztül (1. ábra) 
[1a]. A reakció sebességének és enantioszelek ti-
vitásának optimalizálásánál korábbi tapasztalata-
inkat [1b] is fi gyelembe vett ük, a legjobb enan-
tioszelektivitást (E = 94) akkor értük el, amikor a 
primer OH acilezését 2 ekvivalens 
vinil-acetátt al, Celitre immobilizált 
PS lipáz jelenlétében, diizo pro pil-
éterben, -15 ºC-on végeztük. Az 
enantio merdús alkohol [(1S,2R)-13] 
és észter [(1R,2S)-14] termékeket (ee ≥ 
92%) oszlopkromatográfi ás szétvá-
lasztásuk után, ammónium-hidroxi-
01. ábra
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dos metanolban történő kevertetéssel alakított uk a 
kívánt (1R,2S)-15 és (1S,2R)-15, Anatoxin-a inter-
medierekké (ee ≥ 93%). Ugyanakkor, az (1S,2R)-13 
és (1R,2S)-14] gyűrűnyitásán, majd ezt követő hid-
rogénezésén keresztül 8-tagú gyűrűs telítetlen és 
telített  β-aminosav származékokat [(1R,2S)-16, 17 
és (1S,2R)-16, 17] állított unk elő.
A későbbiekben, hatékony indirekt enzimes 
módszert dolgoztunk ki aciklusos β-laktámok, így 
a 4-fenil- és 4-(p-tolil)-2-azetidinonok enzimes 
rezolválására mind a N-(hidroxi-metilezett )-4-aril-
szubsztituált β-laktámok enantioszelektív acilezé-
sén, mind pedig az N-(acetoxi-metilezett )-szár-
mazékok enantioszelektív hidrolízisén keresztül 
[1c]. Azt találtuk, hogy a Celitre immobilizált PS 
lipáz mind az acilezést (vinil-butirátt al, toluolban, 
25 ºC-on), mind pedig a deacilezést (EtOH-al, 
diizopropiléterben, 40 ºC-on) R szelektivitással ka-
talizálta. Kiváló enantio szelek-
tivitás (Eacilezés és Ehidrolízis > 200) 
jellemezte a 4-fenil-2-azetidi-
non enzimes rezolválá sait, 
míg a 4-(p-tolil)-2-azetidinon 
esetében végzett  enzimes re-
zol válások esetében alacso-
nyabb értékeket tapasztaltunk 
(Eacilezés = 57, Ehidrolízis = 89).
Direkt enzimes módszerek
A Cispentacin és enantiomer-
tiszta származékainak előállítása 
β-laktámok enantioszelektív 
gyűrűnyitásán keresztül
Nem aktivált karbociklusos és 
aciklusos β-lak támok lipáz-
katalizált enantio szelektív 
meta nolí zisét [2a] követően, 
igen hatékony és egyszerű di-
rekt enzimes módszert dol-
goztunk ki elsőként karbocik-
lusos cisz β-amino savak szin-
tézisére a megfelelő, nem vé-
dett  β-laktámok [(±)-10, 31–33] 
szerves közegű enantio szelek-
tív gyűrűnyitásán keresztül 
(2. ábra) [2b]. 
A kiváló enantioszelekti-
vitással (E > 200) zajló reakci-
ókból [Candida antarctica B 
lipáz (Lipolase) katalízissel, 1 
ekvivalens hozzáadott  vízzel, 
diizo propiléterben, 60 ºC-on] nagy enantio mer-
feles leggel (ee ≥ 93%) és jó termeléssel (≥ 72%) kap-
tuk a termékeket. A módszer egyik nagy előnye, 
hogy a termék aminosav [(1R,2S)-7, 40−42] és el 
nem reagált laktám [(1S,6R)-10, (1S,5R)-31, 
(1S,7R)-32 és (1S,8R)-33] enantiomerek szétválasz-
tását egyszerű módon, szerves-vizes extrakcióval 
végeztük. Az eljárást méretnöveltük és grammos 
tételben állított uk elő a gombaellenes aktívitású 
ciszpentacint {(1R,2S)-2-amino-1-ciklo pentán kar-
bonsav hid ro klorid [(1R,2S)-40×HCl; ee ≥ 99%, ] és 
másik 3 homológját [(1R,2S)-7×HCl, 41×HCl és 
42×HCl; ee ≥ 96%].
Direkt enzimes eljárást dolgoztunk ki az 1,4-etil- 
és 1,4-etilén-áthidalt cisz pentacin, új ciszpentacin 
származékok előállítására, a megfelelő racém exo-
3-aza-tricik lo [4.2.1.02.5]nonán-4-on és exo-3-aza-
tricik lo[4.2.1.02.5]non-7-én-4-on Candida antarctica B 
2. ábra
1. ábra
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lipáz (Lipolase)-katalizált enantioszelektív (E > 
200) gyűrűnyitásán keresztül (3. ábra) [2c]. Az 1 
ekvivalens hozzáadott  vízzel, diizopropiléterben, 
70 ºC-on végzett  reakciók, nagy enantio mer-
felesleggel (≥ 98%) és jó termeléssel eredményezett  
termékeket (≥ 80%) szerves-vizes extrakcióval vá-
lasztott uk szét.
 További funkcionalizálás lehetőségét kínálva, 
telítetlen karbociklusos cisz-2-amino-1-cikloalkán-
karbonsavakat [(1R,2S)-6, 9, 45, 46] szintetizáltunk 
jó termeléssel (≥ 90%) és nagy enantio merfeles-
leggel (ee ≥ 95%), a meg-
felelő telítetlen racém 
β-laktámok Candida an-
tar ctica B lipáz (Lipo-
lase)-katalizált enan tio-
szelektív (E > 200) gyűrű-
nyitásán keresztül (4. 
ábra). A reakciókat 1 ek-
vivalens hozzáadott  víz-
zel, diizopropilé ter ben, 
70 ºC-on végeztük [2d]. 
Kiváló enantiomer fe-
les leggel (ee ≥ 96%) állí-
tott uk elő a benzocisz-
pen tacint [(1R,2R)-
47×HCl és új, hat- 
[(1R,2R)-48×HCl)], ill. 
hétt agú [(1R,2R)-









sát (E > 200) Candida 
antar ctica B lipáz (Lipo-
lase)-katalizissel, 1 ekvi-
valens hozzáadott  vízzel, 
iPr2-ben, 60 ºC-on végez-
tük (5. ábra) [2e]. Fontos 
megjegyezni, hogy a Can-
dida antarctica B lipáz 
enantiopreferen ciája a 
ko rábbiakban bemutatott  
gyűrűnyitásokhoz képest 




Környezetkímélő, oldószermentes, Candida 
antar ctica B lipáz (Lipo lase)-kalizált eljárást optima-
lizáltunk mono-, bi- és triciklusos, valamint 4-aril-
szubsztituált β-laktámok enantio sze lek tív gyűrű-
nyitására. A szerves oldószerben végzett  reakciók-
kal összehasonlítva, viszonylag lassúbb reakciókat 
tapasztaltunk, az enantioszelektivitási értékek azon-
ban változatlanul kiválóak (E > 200) voltak. A reak-
ciók sebességét az enzim mennyiségének növelésé-
vel gyorsított uk, az enzim újra felhasználásával pe-
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módszert sikeresen alkalmaztuk a cisz pentacin és 
különböző származékainak enantio mertiszta for-
mában történő előállítására [2f].
A Cispentacin és enantiomertiszta származékainak 
előállítása β-amino észterek enantioszelektív hidrolízi-
sén keresztül [3, 9a]
Új enzimes eljárást dolgoztunk ki karbociklusos 
cisz [(±)-77–80] és transz [(±)-81 és (±)-82] β-ami-
noészterek enantioszelektív hidrolízisére, szerves 
közegben (6. ábra). Nagy enantio szelek tivitást (E 
általában > 100) értünk el úgy, hogy a hidrolízist 
Candida antarctica B lipáz (Lipolase) katalízissel, 
0,5 ekvivalens hozzáadott  vízzel, diizopro-
piléterben, 65 °C-on végeztük. Az eljárással jó ter-
meléssel állított unk elő mind cisz (≥ 84%), mind 
pedig transz (≥ 88%) enantiomertiszta (ee ≥ 96%) 
β-amino sava kat [köztük a ciszpenta cint [(1R,2S)-
40×HCl, n=1)]. 
Az Abacavir és Carbovir 
intermedierjének enantio-
mertiszta formában való 
előállítása γ-laktámok 
enantioszelektív gyűrű-
nyitásán keresztül [4 ,9b]
Kidolgoztunk egy új en-
zimes eljárást mind N-vé-
dett  [(±)-72], mind pedig 
szabad NH funkciót [(±)-
70, 71] tartalmazó γ-lak-
támok enantio sze lek tív 
hidrolízisére (7. ábra). Ki-
váló enantiosze lek tivitást 
(E > 200) értünk el Candi-
da antarctica B lipáz 
(Lipolase) enzimet hasz-
nálva katalizátorként, 0,5 
ekvivalens vizet nukleo-
fi lként és amikor a reak-
ciókat di izopropil éter-
ben, 30 °C-on vagy 65 °C-
on végeztük. A nagy 
enantio mer felesleggel (ee 
≥ 96%), jó termelés mel-
lett  (> 84%) kapott  el nem 
reagált γ-laktámot és 
gyűrűnyílt γ-aminosavat 
N-védett  ter mékek esetén 
oszlopkromatográfiásan, 
szabad NH funkciót tar-
talmazó termékek esetén 
pedig szűréssel választott uk szét. A módszer se-
gítségével preparatív mennyiségben (> 5 g) állítot-
tuk elő az antivirális Abacavir és Carbovir szinté-
zisének kulcs-intermedierjét, az (1S,4R)-4-amino-
ciklopent-2-én-1-karbonsavat [(1S,4R)-74].
A Sitagliptin intermedierjének enantiomertiszta 
formában való előállítása β-aminoészterek  enantio-
szelektív hidrolízisén keresztül
Direkt enzimes eljárást dolgoztunk ki β-aril-szub-
sztituált [(±)-85−(±)-99 (a-e)] [5a], β-heteroaril-
szubsztituált [(±)-85−(±)-99 (f-l)] [5b] és β-arilalkil-
szubsztituált [(±)-85−(±)-99 (m-o)] [5c] β-ami-
noészterek enantioszelektív hidrolízisére (8. ábra). 
Kiváló enantioszelektivitást (E > 100) kaptunk, 
amikor a reakciókat Burkholderia cepacia lipáz [PS 
(Celitre immobili zált), ill. PS-IM] katalízissel, 0,5 
ekvivalens hozzáadott  vízzel, szerves közegben 
(iPr2O vagy t-BuOMe), viszonylag alacsony hőmér-
7. ábra
6. ábra
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sékleten (25 vagy 45 °C) végeztük. A termék 
aminoészter és aminosav enantiome re ket szerves-
vizes extrak ció val választott uk szét. A módszer 
segítségével, elsőként ál-
lított uk elő enzimes úton, 
nagy enan tio mer felesleg-
gel (ee = 97%) és jó terme-
léssel (86%) a 2-es típusú 
diabetes kezelésére al-
kalmazott  Sita g liptin in-
termediert [(R)-112 (n)] 
[5c]. 
A Taxol oldallánc kulcs-
intermedierjének enantio-
mertiszta formában történő 
előállítása
Hatékony direkt enzimes 
stratégiát dolgoztunk ki 
a racém cisz-3-hidroxi-4-
f e n i l - 2 - a z e t i d i n o n 
[(3R*,4S*) -23] enantio sze-
lek tív (E > 200) gyűrűnyi-
tására [6a]. A célmoleku-
la (2R,3S)-3-fenilizosze-




leggel (ee > 98%) és jó ter-
meléssel (96%) kaptuk, 
amikor a (3R*,4S*)-23 hid-
rolízisét 0,5 ekvivalens 
hozzáadott  vízzel, Candi-
da antarctica B lipáz 
(Lipolase) katalízissel, 
t-BuOMe-ben, 60 ºC-on vé-
geztük (9. ábra). A terméke-
ket szerves-vizes ext rak-
cióval választott uk szét.
Új enzimes stratégiát 
dolgoztunk ki a (2R,3S)-
3-amino-3-fenil-2-hidro-
xi-propionsav [(2R,3S)-




enan tio szelektív hidrolí-
zisén keresztül [6b]. Ki-
váló enantioszelektívitást 
(E > 200) értünk el PS-IM 
lipázzal, 0,5 ekvivalens hozzáadott  vízzel, 
diizopropiléterben, 50 ºC-on és nyertük nagy 





ACTA-2011-03.indb   130 10/3/11   2:29 PM
 2011/1. Acta Pharmaceutica Hungarica 131
lett  (≥ 90%) a termékeket [(2S,3R)-76 és (2R,3S)-
113] (10. ábra), melyek szétválasztását szerves-vi-
zes extrakcióval végeztük. 
Új típusú enzimes szekvenciális reakciót dol-
goztunk ki és alkalmaztunk sikeresen a Taxol 
kulcs-intermedierjének szintézisére. A módszer 
különlegessége, hogy egy racém szubsztrát, 
ugyan azon enzim-katalizált két, egymást követő 
reakció eredményeként két különböző termékké 
alakul. Esetünkben, a (3R*,4S*)-(±)-22 Candida 
antarctica B lipáz (Lipolase)-katalizált hidrolízise 
során jó termeléssel (> 86%) kaptuk a két különbö-
ző, enantiomertiszta (ee ≥ 98%) terméket [(3S,4R)-
23 és (2R,3S)-76] (11. ábra) [6a]. Fontos kiemelni, 
hogy a jelen szubsztrát két teljesen különböző 
egysége vett  részt a Lipolase katalízissel, 0,5 ekvi-
valens hozzáadott  vízzel, diizopropiléterben, 60 
°C-on végzett  átalakításban: a C-3 észter hidrolízi-
se és az amid kötés hidrolítikus hasítása.
Dupla derivatizálás [7]
Az előállított , és részben bemutatott  aminosav 
enantio me reink enantiomer feles le gé nek meghatá-
rozása céljából, általunk dupla deriva tizálás elne-
vezéssel ismertetett  analitikai módszert (észtere-
zés és ezt követő N-acilezés) dolgoztunk ki (12. 
ábra) különböző cisz és transz karbociklusos és 
aciklusos β-aminosavak gázkromatográfi ás elvá-
lasztására. A (diazo metánnal történő észterezés és 
ezt követő savanhidriddel, 4-dimetila mi no piridin 
és piridin jelenlétében végzett  N-acilezés pár má-
sodpercet vett  igénybe, majd a mintát közvetlenül 
injektáltuk a GC királis oszlopára. Jóllehet, a mód-
szert nem kvantitatív meghatározás céljával fej-
lesztett ük, jó validálási paramétereket mutatott , és 
ami a legfontosabb, hogy a származékképzés so-
rán nyomokban sem volt ki-
mutatható racemizáció.
 Néhány példa látható az 
ilymódon derivatizált ami-
nosavak (ciszpentacin és 
származékai) gázkromato-






ki a Cardus crispuus növény-
ből izolált alkaloid, a daga-
natellenes Kriszpin A enantiomerek előállítására 
enzim-katalizált kinetikus lépésen keresztül (14. 
ábra). Kiváló enantiomer felesleggel kaptuk a kí-
vánt termékeket, jóllehet a kulcsfontosságú enzi-
mes lépés esetében (aszimmetrikus aci lezés vagy 
enantiosze lektív hidrolízis), a reakció centrum 
4-atomnyi távolságra helyezkedett  el a királis 
centrumtól. Mind az acilezési, mind pedig a 
hidrolítikus reakciókat Pseu do monas cepacia PS 
lipáz katalízissel, szerves oldószerben végeztük. 
Az alkohol és észter enantiomereket (ee ≥ 96%) 
oszlopkromatográfi ásan választott uk szét, majd 
az alkohol enantiomereket a megfelelő daganatel-
lenes hatással bíró Kriszpin ena ntiomerekké ala-
kított uk (ee ≥ 95%). 
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Az Acta Phar ma ceu tica Hun ga rica a gyógy sze ré sze ti tu do má-
nyok te rü le té rõl kö zöl ere de ti, kí sér le tes ku ta tó mun ka ered mé-
nye it be mu ta tó köz le mé nye ket, de fó ru mot biz to sít össze fog la-
ló és nem kí sér le tes (tör té ne ti, szer ve zé si) ta nul má nyok, va la-
mint Ph.D. és D.Sc. ér te ke zé sek té zi se i nek köz lé sé re is.
Ha zai ku ta tó he lyek vagy olyan szer zõi kol lek tí vák ma gyar 
nyel vû kéz ira ta it kö zöl jük, ahol az el sõ szer zõ ma gyar. Le he tõ-
ség van kül föl di fo lyó irat ban már meg je lent, ki emel ke dõ je len-
tõ sé gû köz le mé nyek ma gyar nyel vû vál to za tá nak köz lé sé re is, 
az el sõ meg je le nés idõ pont já tól szá mí tott egy éven be lül, az el-
sõ köz lés bib li og rá ﬁ ai ada ta i nak meg je lö lé sé vel.
Köz lés re el fo ga dunk:
1. Ös ze gog la ló köz le mé nye ket, leg fel jebb 25 gé pelt ol dal ter je-
de lem ben. Ezek meg írá sá ra ál ta lá ban a szer kesz tõ bi zott ság fel-
ké ré sé re ke rül het sor, il let ve az er re irá nyu ló szán dé kot cél sze-
rû elõ ze te sen egyez tet ni a szer kesz tõ bi zott ság gal.
2. Köz le mé nye ket, leg fel jebb 12 gé pelt ol dal ter je de lem ben. 
Az áb rák és táb lá za tok együt tes szá ma ma xi má li san 10 le het.
3. Rö vid köz le mé nye ket, leg fel jebb 4 gé pelt ol dal ter je de lem-
ben (ös sze sen leg fel jebb 4 áb ra és táb lá zat). A köz le mé nyek 
meg je le né si sor rend jé ben a rö vid köz le mé nyek elõnyt él vez-
nek.
4. Ph.D. ér te ke zé sek ös sze fog la ló köz le mé nyét, leg fel jebb 25 ol-
dal ter je de lem ben.
Fe les le ge sen nagy ter je del mû dol go za tok ese té ben a szer-
kesz tõ bi zott ság fenn tart ja ma gá nak a jo got ar ra, hogy a lek to ri 
ja vas la tok alap ján a szer zõt fel kér je dol go za tá nak rö vid köz le-
mén nyé va ló át dol go zá sá ra.
A kéz irat el ké szí té sé nek mód ja:
a) Ál ta lá nos szem pont ok
A kéziratot elektronikusan, csatolt ﬁle-ként kell a felelôs 
szerkesztô e-mail címére elküldeni: zelrom@gytk.sote.hu
A táb lá za to kat kü lön ﬁle-ként, cím mel és római sor szám mal 
el lát va készítsük. 
 Az ábrák és egyéb illusztrációk olyan színvonalon készülje-
nek, hogy azok nyomdai szerkesztésre alkalmasak legyenek. 
Az ábrákat külön ﬁle-ként kell csatolni, az elnevezésben az áb-
raszámokat fel kell tüntetni. Javasolt formátum: jpg, tiff. 
Az iro dal mi hi vat ko zá so kat kü lön, a hi vat ko zá sok sor rend jé-
ben kö zöl jük. A hi vat ko zá si szá mot a szö veg ben te gyük 
szög le tes zá ró jel be.
A hi vat ko zá sok mód ja:
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Az ide gen or vo si ki fe je zé sek he lyes írá sá ban Fá bi án P. és 
Magasi P.: Or vo si he lyes írá si szó tár. Aka dé mi ai Ki adó, 1992. le-
gyen az irány adó, a ké mi ai ki fe je zé sek ne ve zék tan ára és he-
lyes írá s ára vo nat ko zó an pe dig  Erdey-Grúz T. és Csányi P.: A ké-
mi ai el ne ve zés és he lyes írás sza bá lyai. Aka dé mi ai Ki adó, 1972.; 
F. Csányi P., Fá bi án P. és Hõ nyi E.: Ké mi ai he lyes írá si szó tár. Mû-
sza ki Ki adó, 1982.; va la mint F. Csányi P. és Simándi L.: Szer vet len 
ké mi ai ne ve zék tan. Ma gyar Ké mi ku sok Egye sü le te, 1995. 
A mér ték egy sé gek meg je lö lé sé ben az SI-mér ték rend szer 
sza bá lyai az irány adó ak.
b) A kéz irat fel épí té se
A kéz irat szer kesz té sé hez a kö vet ke zõ be osz tást kér jük:
A dol go zat cí me (eset leg al cí me).
A szer zõ(k) tel jes ne ve (tudományos fo ko za tok nél kül), a szer-
kesz tõ ség gel kap cso la tot tar tó szer zõ ne ve csil lag gal meg je löl ve.
A szer zõ(k) mun ka he lye tel jes pos tai cí mek kel, valamint a 
levelezô szerzô e-mail címe.
A dol go zat ma gyar nyel vû ös sze fog la lá sa.
A ma gyar nyel vû ös sze fog la lás ter je del me a dol go zat 
hosszá tól füg gõ en 10-20 sor le gyen és az ál ta lá nos meg fo gal ma-
zá sok ke rü lé sé vel tar tal maz za a dol go zat leg fon to sabb, konk rét 
meg ál la pí tá sa it.
Kulcsszavak: A dolgozat tartalmára utaló, maximum 5 
kulcsszó megadása.
A dol go zat cí me an gol nyel ven, a szer zõ(k) ne ve (ke reszt ne vek 
rö vi dít ve).
An gol nyel vû ös sze fog la lás.
Be ve ze tés, amely tar tal maz za a mun ka cél ki tû zé se it, va la-
mint a vizs gá la tok elõz mé nye i bõl és iro dal mi hát te ré bõl an nyit, 
amen nyi a dol go zat meg ér té sé hez és ér té ke lé sé hez szük sé ges.
Key-words: A dolgozat tartalmára utaló, maximum 5 kulcs-
szó angol nyelvû fordítása.
Kí sér le ti rész, amely tar tal maz za a fel hasz nált esz kö zök és 
anya gok, va la mint a ki dol go zott mód sze rek pon tos le írá sát.
Ered mé nyek.
A dol go za tok csak a le írt mód sze rek tel je sí tõ ké pes ség ét meg-
fe le lõ en do ku men tá ló ada tok kal fo gad ha tók el. Ezek meg adá sá-
nál hasz nál juk a ma te ma ti kai sta tisz ti ka kor sze rû mód sze re it. 
Az ered mé nyek ér té ke lé se.
Áb ra cí mek.
Kö vet kez te té sek. Az utób bi két fe je zet ös sze von ha tó az 
Ered mé nyek c. fe je zet tel.
Az eset le ges kö szö net nyil vá ní tás ok.
Iro da lom jegy zék.
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